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B‐RAF  protein  is  included  in  the  Ras‐RAF‐MEK‐ERK  pathway  that  regulates  several 
signalling processes.  In particular,  it has been  implicated  in cellular proliferation and 
apoptosis,  two  key  steps  in  transformation.  Due  to  point mutations  in  B‐RAF,  this 
protein is hyperactivated in approximately 10 % of human cancers. The most common 
mutation  is  V600EB‐RAF,  which  account  for  90%  of  the  cases.  This  substitution 
transforms the wild type protein in a constitutively activated kinase. Previous studies 
have  shown  that  most  of  the  processes  regulated  by  B‐RAF  occur  through  the 
activation of MEK‐ERK pathway, but it also exist data suggesting that oncogenic B‐RAF 
can  produce  its  effects  through  other  pathways.  Therefore,  it  is  important  and 
necessary a better understanding of the biological processes regulated by V600EB‐RAF 
in cancer. 
In the present work, the role of V600EB‐RAF in tumour cells proliferation and apoptosis, 
was studied, as well as other signalling pathways that may be related to V600EB‐RAF in 
these  processes. We  used  two  recognized  strategies  in  the  study  of  RAF  proteins 
functions with the aim to achieve these goals: treatment with the RAF  inhibitor BAY 
43‐9006 and silencing of B‐RAF and C‐RAF expression by using small interference RNA. 
Moreover,  the  MEK  specific  inhibitor  U0126  was  used  for  determining  the 
contribution of  the MEK‐ERK pathway  in  those processes. The model used  includes 
four cell  lines derived from different human tumours: two of them carrying the wild 
type B‐RAF protein and  the other  two  containing  the oncogenic protein  V600EB‐RAF. 
Thus,  we  could  compare  the  role  of  either  wild‐type  B‐RAF  or  the  constitutively 
activated protein in such processes. 
Our  results  demonstrate  that  V600EB‐RAF  is  the main MEK‐ERK  activator when  this 
mutant  is  present  in  the  cells.  Thus,  V600EB‐RAF‐MEK‐ERK  pathway  promotes 
proliferation of  tumour cells and  its  inhibition diminishes cell proliferation. We also 
show  that  the  inhibition of either B‐RAF  activity or  its expression  increases  cellular 
apoptosis, so V600EB‐RAF is a survival signal for the cells harbouring it and its silencing 
sensitize  cells  to  death  by  treatment  with  the  chemotherapeutic  drug  etoposide. 
Furthermore,  this  oncoprotein  protects  cells  from  apoptosis  by  regulation  of 
expression levels of some proteins involved in the apoptotic machinery like BIM, Bcl‐
2, Bcl‐XL, and the activation of caspase 3. Surprisingly, the MEK‐ERK pathway does not 
act downstream V600EB‐RAF in the prevention of apoptosis, since the inhibition of this 
pathway does not have any effect in the apoptotic levels. 
Abstract 
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In addition, our data establish that PI3K also participates in proliferation and survival 
in  cells  carrying  the  V600EB‐RAF mutation.  Firstly,  inhibition  of  PI3K with  LY294002 
reduces proliferation, and this effect  is bigger when cells are treated simultaneously 
with LY294002 and the  inhibitors of the RAF‐MEK‐ERK pathway. Secondly, PI3K‐AKT‐
mTOR pathway cooperates with V600EB‐RAF  in the survival of the studied tumour cell 
lines. The inhibition of the PI3K pathway alone does not exert any effect on apoptosis; 
however,  together with  V600EB‐RAF  inhibition,  it has  a bigger effect on  the  levels of 
apoptosis than the inhibition of B‐RAF alone. Remarkably, the presence of V600EB‐RAF 
downregulates  the  activation  of  the  pathway  since  its  silencing  induces  the 
phosphorylation of AKT and p70S6K proteins. 
Finally, we demonstrate  that V600EB‐RAF  regulates NF‐κB‐dependent  transcription by 
two  different  mechanisms:  one  through  the  canonical  pathway,  inducing  IκBα 
degradation and increasing the p65/RelA nuclear translocation, and the other one by 
increasing  p65/RelA  transactivation  potential  by  a  MSK1‐dependent  mechanism.  
V600EB‐RAF depends on MEK‐ERK pathway  for activating NF‐κB,  so  this  transcription 
factor does not participate in the survival induced by oncogenic V600EB‐RAF. However, 
the role of NF‐κB is not yet elucidated. 
All together, these data demonstrate that oncogenic V600EB‐RAF plays a crucial role in 
carcinogenesis,  regulating  both  tumour  cell  proliferation  and  survival,  two  key 
processes  in  tumoral  progression.  Therefore,  B‐RAF  must  be  considered  as  a 
therapeutical  target  in cancer treatment, specially,  in combination with drugs which 
act on other signalling pathways such as PI3K and NF‐κB pathways.  
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El objetivo fundamental de esta Tesis era estudiar el papel del oncogén V600EB‐RAF en 
células  tumorales  tiroideas.  Para  ello,  el modelo  celular  elegido  incluía  un  amplio 
panel de  líneas celulares, representativas de diversos estadios del cáncer de tiroides 
que carecen o poseen  la  forma oncogénica  V600EB‐RAF. Las células utilizadas  fueron: 
células WRO derivadas de cáncer folicular de tiroides con B‐RAF silvestre, células KAK‐
1  derivadas  de  adenoma  folicular  tiroideo  con  V600EB‐RAF,  células  KAT‐10  y  NPA 
derivadas de cáncer papilar tiroideo con V600EB‐RAF, y las células derivadas de tumores 
anaplásicos tiroideos KAT‐18 (con B‐RAF silvestre), KAT‐4, KAT‐4B, KAT‐4C y ARO (con 
V600EB‐RAF). Sin embargo, a finales del año 2008 el laboratorio del Dr. Haugen publicó 
un artículo en el que demostraba  la  identificación errónea de  la mayor parte de  las 
líneas  celulares utilizadas en estudios del  cáncer de  tiroides durante  los últimos 20 
años (1). En ese trabajo se expone que muchas de ellas se corresponden a  la misma 
línea celular y, además, que la mayor parte de ellas no tienen un origen tiroideo, sino 
que provienen de otros  tipos de  tumores como melanoma, mama o colon  (1). Este 
artículo mereció un editorial en la propia revista (2), otra en Nature (3) y una revisión 
reciente sobre el tema (4). Este hecho ha puesto de manifiesto que gran parte de los 
datos publicados en el campo del cáncer de tiroides deben ser revisados, repetidos y 
contrastados de nuevo, ya que muchos de  los  resultados existentes podrían no  ser 
extrapolables a este tipo de cáncer.  
Nosotros también nos hemos visto afectados por los problemas de mala identificación 
de distintas líneas celulares tiroideas, lo que ha provocado que gran cantidad de datos 
que  poseíamos  sobre  el  papel  de  B‐RAF  en  la  carcinogénesis  tiroidea  deban  ser 
repetidos. Así, somos conscientes de que parte de los resultados presentados en esta 
memoria pueden parecer preliminares, aunque debemos señalar que, en algunos no 
se ha podido profundizar por  carecer de  los  controles  adecuados,  y otros  ya están 
publicados en la literatura con la misma línea celular, pero con distinto nombre. Por lo 
tanto, a pesar de que poseemos más resultados, para evitar repeticiones con los datos 
publicados  hemos  decidido  no  incluirlos  en  esta memoria.  Por  todo  esto,  nosotros 
hemos modificado ligeramente los objetivos, hemos incluido los datos más novedosos 
y  discutimos el papel de B‐RAF en la transformación celular desde un punto de vista 
más general. 
A pesar de estos problemas y de no haber podido  realizar algunos de  los objetivos 
planteados  al  comienzo  de  esta  Tesis,  nuestros  resultados  aportan  nueva  y  valiosa 
información  sobre  el  papel  y  los mecanismos  que  puede  utilizar B‐RAF  oncogénico 
para inducir la transformación celular.  
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El cáncer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por el crecimiento excesivo 
y  descontrolado  de  células  que  invaden  y  dañan  tejidos  y  órganos,  provocando 
finalmente la muerte del individuo (5).  
El desarrollo de un tumor se produce por alteraciones sucesivas de diversos procesos 
celulares tales como proliferación, supervivencia, diferenciación, migración, invasión y 
angiogénesis  que  conducen  a  la  transformación  progresiva  de  células  normales  en 
células  derivadas  malignas.  Hanahan  y  Weinberg  sugirieron  que  la  mayoría,  o 
posiblemente todos  los tumores humanos de  los más de cien tipos descritos, es una 
manifestación de  seis alteraciones esenciales en  la  fisiología  celular: autosuficiencia 
en señales de crecimiento, insensibilidad a las señales inhibitorias del mismo, evasión 
de  la muerte  celular  programada  o  apoptosis,  adquisición  de  potencial  replicativo 
ilimitado, angiogénesis sostenida e  invasión de tejidos y metástasis (6). Cada una de 
estas seis alteraciones confiere algún tipo de ventaja a las células para el desarrollo de 
los tumores y, en conjunto, provocan el crecimiento maligno. 
La  evolución  aberrante de dichos procesos  celulares  en  carcinogénesis  es debida  a 
defectos en las vías de señalización que los regulan por modificaciones en el genoma 
de  las  células,  mediante  mutaciones  puntuales,  deleciones,  translocaciones, 
amplificaciones y ganancia o pérdida de un cromosoma completo, que generalmente 
dan  lugar  a  la  activación  de  proteínas  oncogénicas  o  a  la  inactivación  de  genes 
supresores de tumores.  
En  el  inicio  de  la  tumorogénesis  es  esencial  el  aumento  del  número  de  células;  la 
habilidad de las células de un tumor para crecer en número está determinada por un 
aumento  de  la  tasa  de  proliferación  de  forma  independiente  de  las  señales  de 
activación  o  inhibición  del  crecimiento  y  por  la  disminución  de  la  tasa  de muerte 
celular.  
Nuestro trabajo se centra en el estudio del papel del oncogén V600EB‐RAF en el proceso 
de carcinogénesis, concretamente, en la regulación de la proliferación y supervivencia 
celulares. Por ello, en esta  introducción hacemos una breve descripción del proceso 
de apoptosis, de la vía de señalización Ras‐RAF‐MEK‐ERK, donde se encuentra incluida 
B‐RAF, así como de  las vías de PI3K y NF‐κB, también  implicadas en carcinogénesis y 
que se encuentran relacionadas con ésta. 
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I. APOPTOSIS 
La  apoptosis  es  un  tipo  de muerte  celular  programada  y,  como  tal,  es  un  proceso 
fisiológico esencial para el correcto funcionamiento de los organismos multicelulares. 
Normalmente  tiene  lugar  durante  el  desarrollo  y  envejecimiento, manteniendo  la 
homeostasis  en  poblaciones  celulares  y  tejidos.  También  puede  actuar  como  un 
mecanismo de defensa en  reacciones  inmunes o  frente a daño  celular  causado por 
enfermedad o agentes nocivos (7). 
Durante  este  proceso  se  producen  cambios morfológicos muy  característicos  en  la 
célula  apoptótica,  como  su  separación  de  las  células  vecinas,  contracción  celular, 
condensación  del  núcleo  y  del  citoplasma,  condensación  de  la  cromatina, 
fragmentación  del  ácido  desoxirribonucleíco  (ADN),  degradación  de  la  membrana 
nuclear  y  formación  de  cuerpos  apoptóticos  (8‐10).  Estos  cuerpos  apoptóticos  son 
reconocidos  y  fagocitados  por  macrófagos  y  células  adyacentes  evitando  una 
respuesta inflamatoria (11) (figura 1). 
Células aisladas
Fragmentación nuclear
Cuerpos apoptóticos
Condensación del citoplasma           
y del núcleo
Compactación de la cromatina
Ruptura de la membrana nuclearCélula normal Fagocitosis
Cuerpo 
apoptótico
Macrófago
Macrófago
 
 
Figura 1. Cambios morfológicos que experimenta una célula durante el proceso apoptótico. En la 
figura  se  esquematiza  la  evolución morfológica de  la  célula  indicando  la  secuencia  de  eventos 
moleculares producidos en la muerte celular por apoptosis.  
 
Entre  los  eventos  que  caracterizan  el  proceso  apoptótico  a  nivel  bioquímico  se 
encuentran (7): 
• La activación de la cascada de caspasas. La mayoría de los efectos citológicos 
observados durante  la  apoptosis  están  causados por un  grupo de  cisteínas 
proteasas,  llamadas  también  caspasas,  que  actúan  sobre  secuencias 
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específicas  en  las  proteínas  diana  que  contienen  residuos  de  aspártico 
(cisteína‐aspártico  proteasas).  Las  caspasas  son  un  grupo  de  proteínas 
expresadas en forma de proenzimas inactivas compuestas por tres dominios: 
el dominio N‐terminal y los dominios p20 y p10; se activan por proteólisis de 
su  dominio  N‐terminal,  lo  que  permite  que  una  procaspasa  se  active  por 
acción  de  otra  caspasa  que  ha  sido  previamente  activada,  iniciando  una 
cascada de proteasas que arrastra  irreversiblemente a  la célula a morir por 
apoptosis.  
• La exteriorización de  fosfolípidos como  la  fosfatidilserina  (FS) y de proteínas 
como la Anexina I y la Calreticulina en la cara externa de la membrana celular. 
Estos  sirven  como  marcadores  de  la  célula  apoptótica  actúando  como 
ligandos  de  receptores  de  las  células  fagocíticas,  lo  que  induce  un  rápido 
reconocimiento  de  la  célula  apoptótica  por  los macrófagos  y  desencadena 
una rápida fagocitosis que evita un proceso inflamatorio. 
• La  fragmentación del ADN en  fragmentos mono  y oligonucleosomales. Este 
proceso es llevado a cabo por endonucleasas dependientes de Ca2+ y Mg2+. 
 
1. VÍAS DE ACTIVACIÓN DE LA APOPTOSIS 
La activación del proceso apoptótico puede producirse por diferentes mecanismos en 
respuesta a diversos estímulos. El modelo mejor descrito de activación de la apoptosis 
se divide en dos vías  iniciadoras,  la vía extrínseca y  la vía  intrínseca, que activan a  la 
vía ejecutora. 
 
Vía extrínseca 
Esta vía también se denomina vía de los receptores de muerte porque se inicia por la 
activación de dichos receptores de membrana. Los receptores de muerte pertenecen 
a la superfamilia de receptores del TNF (Tumor Necrosis Factor) (12). Éstos comparten 
dominios extracelulares  ricos en  cisteínas y un dominio  citoplasmático denominado 
dominio  de muerte  (DD, Death Domain)  (13).  Los  receptores  de muerte  (R) mejor 
caracterizados  y  sus  correspondientes  ligandos  (L)  son:  FasL/FasR,  TNFα/TNFR, 
Apo3L/DR3, Apo2L/DR4  y Apo2L/DR5  (13).  La  secuencia de  eventos que definen  la 
fase extrínseca de la apoptosis está mejor caracterizada para FasL/FasR y TNFα/TNFR. 
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Una  vez que el  ligando  se une al  receptor, el dominio de muerte  recluta proteínas 
adaptadoras  citoplasmáticas  que  contienen  dominios  efectores  de  muerte. 
Concretamente,  la unión de FasL  con FasR produce el  reclutamiento de  la proteína 
FADD  (Fas‐Associated Death Domain  protein), mientras  que  la  unión  de  TNFα  con 
TNFR  induce  la  unión  de  la  proteína  adaptadora  TRADD  (TNF‐Receptor‐Associated 
Death Domain protein) y el posterior reclutamiento de FADD y RIP (7). A continuación 
FADD  se  asocia  con  la  procaspasa  8,  formándose  el  complejo DISC  (Death‐Indicing 
Signaling Complex) que induce la activación autocatalítica de la procaspasa 8 (14), que 
a su vez activa  la caspasa 3 directamente. Una vez activa  la caspasa 3, se ejecuta el 
proceso apoptótico (figura 2). 
 
Vía intrínseca 
Esta vía también se denomina vía de  la mitocondria, ya que  la mitocondria  juega un 
papel  esencial  en  la  activación  de  la  apoptosis,  y  se  activa  en  respuesta  a  señales 
intracelulares o lesiones celulares como daño en el ADN (15). Sea cual sea el estímulo, 
la activación de esta vía provoca cambios en la membrana mitocondrial interna tales 
como  la apertura del poro de  transición de permeabilidad mitocondrial, pérdida del 
potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm) y la liberación de dos grupos de proteínas 
proapoptóticas desde el espacio intermembrana de la mitocondria hacia el citosol. El 
primer grupo está formado por el citocromo c, Smac/DIABLO (Second mithocondrial‐
derived activator of  caspase/Direct  IAP‐Associated Binding protein with  Low PI) y  la 
serina  proteasa  HtrA2/Omi  (16,17).  Estas  proteínas  activan  la  vía  mitocondrial 
dependiente  de  caspasas.  El  citocromo  c  se  une  a  la  proteína  Apaf‐1  (Apoptosis 
protease  activating  factor  1)  formando  el  complejo  proteíco  denominado 
apoptosoma,  el  cual media  la  activación  de  la  cascada  de  caspasas,  a  través  de  la 
caspasa 9 (18). Por otra parte, Smac/DIABLO y HtrA2/Omi promueven la apoptosis por 
inhibición de la actividad de las proteínas antiapoptóticas IAPs (Inhibitor of Apoptosis 
Proteins)  (16,19)  (figura 2). El  segundo grupo de proteínas proapoptóticas  liberadas 
desde  la  mitocondria  está  formado  por  AIF  (Apoptosis‐Inducing  Factor),  la 
Endonucleasa G  y CAD  (Caspase Activated DNAse).  Estas proteínas  se  liberan de  la 
mitocondria de  forma tardía, una vez que  la célula ya está en proceso de muerte, y 
producen  la  fragmentación  del  ADN.  AIF  y  la  Endonucleasa  G  actúan  de manera 
independiente  de  caspasas,  desplazándose  directamente  desde  la  mitocondria  al 
núcleo (7,20), mientras que CAD ha de ser activado por la caspasa 3 (21) (figura 2). 
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Figura 2. Principales vías de activación del proceso apoptótico. En la figura se representan la vía 
extrínseca, vía intrínseca y vía ejecutora de la apoptosis y las proteínas implicadas en las mismas. 
 
Los eventos mitocondriales que desencadenan el proceso apoptótico están regulados 
por  la  familia  de  proteínas  Bcl‐2.  Dentro  esta  familia  existen  miembros 
antiapoptóticos,  que  promueven  la  supervivencia,  y miembros  proapoptóticos,  con 
función opuesta. Se han identificado al menos 25 miembros de la familia Bcl‐2 y todos 
presentan como mínimo uno de  los cuatro dominios BH (Bcl‐2 Homology),  lo que  les 
permite interaccionar entre ellos formando homo‐ o heterooligómeros, regulando así 
su  función. Estas proteínas  se han  clasificado en 3  grupos basados en  su  función  y 
homología en la secuencia de aminoácidos (22,23): 
• Los  miembros  antiapoptóticos,  que  conservan  los  cuatro  dominios  de 
homología  a  Bcl‐2  (BH1,  BH2,  BH3,  BH4).  Este  grupo  está  formado  por  las 
proteínas Bcl‐2, Bcl‐XL, Bcl‐w, MCL1 y A1.  
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• Los  miembros  proapoptóticos  multidominio,  a  los  que  solo  les  falta  el 
dominio BH4, entre los que se encuentran BAX, BAK y BOK. 
• Los miembros  proapoptóticos  llamados  “solo  BH3”  (BH3  only)  puesto  que 
solo  conservan  el  dominio  BH3.  Este  grupo  incluye  las  proteínas BID, BIM, 
BAD, BIK, BMF, Hrk/DP5, Noxa y Puma. 
En condiciones normales, BAX y BAK existen como monómeros y cuando se activan 
forman  homooligómeros;  se  postula  que  estos  homooligómeros  son  los 
responsables de  la  formación del poro de  la membrana mitocondrial por el que 
salen  las  proteínas  mitocondriales,  como  el  citocromo  c,  iniciando  el  proceso 
apoptótico (23,24) (figura 2).  
Las proteínas  antiapoptóticas Bcl‐2  y Bcl‐XL  se encuentran  ancladas en membranas 
intracelulares como la de la mitocondria, del retículo endoplásmico o de la membrana 
nuclear, y actúan inhibiendo a BAX y BAK por heterodimerización con ellas (25) (figura 
2). Además, existen estudios que  indican que Bcl‐2 y Bcl‐XL  inhiben  la apoptosis por 
control de la activación de las caspasas (26).  
Las  proteínas  “solo BH3”  son  activadas  por  señales  citotóxicas  e  inician  su  función 
proapoptótica  formando  un  dímero  con  las  proteínas  Bcl‐XL  y  Bcl‐2  que  inhibe  su 
función antiapoptótica y, por tanto, se inicia la apoptosis celular por activación de las 
proteínas BAX y BAK como ya se ha descrito (23,24,27). Sin la presencia de BAX o BAK, 
las proteínas “solo BH3” no son capaces de desencadenar la activación de la apoptosis 
(28).  
Además  de  por  interacción  directa  entre  ellas,  las  proteínas  Bcl‐2  se  regulan  por 
cambios en los niveles de expresión, cambios conformacionales y fosforilación.  
Las vías mitocondrial y extrínseca no  son  totalmente  independientes, ya que existe 
una interacción entre ambas. Una vez que la caspasa 8 ha sido activada por la vía de 
los  receptores de muerte,  además de  activar directamente  la  cascada de  caspasas, 
proteoliza  la proteína proapoptótica de  la  familia de Bcl‐2 BID, que en  condiciones 
normales se encuentra  inactiva en el citosol. La proteólisis de BID  libera su extremo 
carboxilo,  generando  un  fragmento  de  BID  truncado  (tBID)  que  se  transloca  a  la 
mitocondria  (29,30). Allí  inicia  la  permeabilización  de  la membrana mitocondrial  al 
inducir cambios conformacionales y  la oligomerización de BAX y BAK, produciéndose 
así  la  salida  del  citocromo  c  al  citosol  y  la  posterior  activación  de  otras  caspasas 
(31,32) (figura 2).  
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Vía ejecutora 
Las  dos  vías  descritas  anteriormente  confluyen  en  la  fase  de  ejecución,  que  se 
considera la vía final del proceso apoptótico (figura 2). 
En esta  fase  las  caspasas  juegan un papel  fundamental.  Las  caspasas  implicadas en 
apoptosis se pueden dividir en dos grupos (33): caspasas iniciadoras (caspasa 2, 8, 9, 
10) y caspasas ejecutoras  (caspasa 3, 6, 7). La  función de  las caspasas  iniciadoras es 
activar  a  las  caspasas  ejecutoras  y  éstas  se  encargan de  inducir  la degradación del 
material  nuclear  y  las  proteasas  de  proteínas  nucleares  y  del  citoesqueleto, 
probablemente responsables de  la pérdida total de  la forma celular (7). La caspasa 3 
está  considerada  como  la más  importante  de  las  proteínas  ejecutoras.  Ésta  activa 
específicamente a  la endonucleasa CAD, que se encarga de  la degradación del ADN 
cromosómico y de la condensación de la cromatina (21). Además, la caspasa 3 activa 
es capaz de hidrolizar y, por  lo  tanto,  inactivar a  la proteína PARP  (Poly‐ADP‐Ribose 
Polimerase), la cual normalmente está implicada en procesos de reparación del ADN y 
es muy importante para mantener la viabilidad celular (34). 
Por  otra  parte,  la  activación  de  las  caspasas  también  depende,  además  de  su 
proteólisis,  de  inhibidores  endógenos  como  IAPs,  que  regulan  negativamente  la 
activación de las caspasas 3, 7 y 9 (35‐37).  
 
2. ALTERACIÓN DE LA APOPTOSIS CELULAR 
La  desregulación  de  la  apoptosis,  tanto  por  exceso  como  por  defecto,  da  lugar  a 
diversas  patologías.  La  activación  excesiva  de  la  apoptosis  puede  contribuir  al 
desarrollo  del  SIDA,  enfermedades  neurodegenerativas  como  el  Parkinson,  la 
esclerosis múltiple o la enfermedad de Alzheimer, pancreatitis y daño isquémico entre 
otros. En cuanto a  las enfermedades causadas por falta de apoptosis, se encuentran 
las infecciones virales, algunas enfermedades autoinmunes y el cáncer (7).  
La supresión de  la apoptosis durante  la carcinogénesis  juega un papel esencial en el 
desarrollo  y  progresión  de  muchos  tipos  de  tumores  (38).  Las  células  tumorales 
adquieren resistencia a la apoptosis por múltiples mecanismos moleculares, entre los 
que se encuentra  la sobreexpresión de proteínas antiapoptóticas, por ejemplo Bcl‐2, 
la falta de expresión de proteínas proapoptóticas, mutaciones en el gen del supresor 
de tumores p53 o sobreactivación de la vía de supervivencia PI3K‐AKT (7). 
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II.  RUTAS  DE  SEÑALIZACIÓN  IMPLICADAS  EN  LA  PROLIFERACIÓN  Y 
SUPERVIVENCIA CELULAR 
Los  procesos  de  proliferación,  diferenciación,  movilidad,  supervivencia  y  muerte 
celular  están  controlados  por  diversas  rutas  de  señalización.  Bajo  el  término 
“transducción  de  señales”  se  agrupan  los mecanismos  por  los  cuales  los  estímulos 
extracelulares  que  llegan  a  la membrana  plasmática  se  transforman  dentro  de  la 
célula en respuestas celulares específicas, que  le permiten a ésta  la adaptación a  los 
cambios  en  el  medio  externo,  así  como  el  mantenimiento  de  la  homeostasis.  La 
transducción  de  una  señal  desde  la membrana  plasmática  y  su  propagación  en  el 
interior  celular  se  realiza  por  la  activación  secuencial  de  distintas  proteínas,  que 
incluyen  receptores  para  hormonas  y  factores  de  crecimiento  de  la  membrana 
plasmática,  así  como  proteínas  GTPasas  unidas  a  ella  mediante  modificaciones 
lipídicas,  las  cuales  activan  distintas  proteínas  quinasas  y  factores  de  transcripción 
organizados  en  lo  que  se  conocen  como  cascadas  de  señalización.  Entre  éstas  se 
encuentran las vías de señalización de las proteínas MAPKs, PI3K‐AKT y NF‐κB, objeto 
de nuestro estudio. 
 
Las  cascadas  de  proteínas  quinasas  activadas  por  mitógenos  (MAPK,  Mitogen 
Activated  Protein  Kinases)  transducen  las  señales  desde  la  membrana  celular  al 
núcleo,  en  respuesta  a  un  amplio  rango  de  estímulos.  Hasta  el momento  se  han 
descrito 6 familias de MAPKs en mamíferos, de  las cuales  las más estudiadas son  las 
que  incluyen  las  proteínas  quinasas  reguladas  por  señales  extracelulares  (ERK1/2, 
Extracellular Signal‐Regulated protein Kinases), las proteínas quinasas del extremo N‐
terminal de c‐Jun (JNKs, c‐Jun N‐terminal Kinases) y  las p38 MAPKs (39‐41). Además, 
existen otras familias de MAPKs, las ERK3/4, la ERK5 y la ERK7, cuyas funciones no se 
conocen en detalle. Las MAPKs intervienen en gran número de funciones celulares en 
respuesta a diferentes estímulos, están organizadas en módulos cuyos componentes 
comparten homología estructural, pero median  respuestas celulares específicas que 
incluyen  la expresión génica, proliferación, diferenciación, movilidad, metabolismo y 
supervivencia o muerte celular (39‐41). 
Las MAPKs son una familia de proteínas serina/treonina quinasas organizadas en una 
cascada  de  tres  niveles.  La  cascada  se  inicia  cuando  se  activa  una  proteína  G 
monomérica de  la  superfamilia de Ras,  la  cual  interacciona  con una MAPK quinasa 
quinasa (MAPKKK, MAPK Kinase Kinase) que es activada por fosforilación. La MAPKKK 
fosforila y activa una MAPK quinasa (MAPKK, MAPK Kinase) de especificidad dual, que 
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a su vez activa a la MAPK por fosforilación doble en residuos de treonina y tirosina. A 
continuación,  las MAPKs  fosforilan a sus sustratos en  residuos de serina o  treonina. 
Las  MAPKs  tienen  sustratos  tanto  a  nivel  citosólico  como  en  el  núcleo,  donde 
fosforilan  factores  de  transcripción  y  regulan  la  expresión  de  un  gran  número  de 
genes (39‐41). 
 
1. VÍA Ras‐RAF‐MEK‐ERK 
Las  proteínas  RAF,  principal  objeto  de  nuestro  estudio,  pertenecen  a  la  vía  de 
señalización  Ras‐RAF‐MEK‐ERK  (figura  3).  La  activación  de  la  vía  se  produce  por  la 
unión  extracelular  de  factores  de  crecimiento,  hormonas  o  citoquinas  a  sus 
correspondientes  receptores de membrana, entre  los que se encuentran  receptores 
tirosina  quinasa  (RTK,  Receptor  Tyrosine  Kinase)  y  receptores  de  siete  dominios 
transmembrana  acoplados  a  proteínas G  (GPCR, G  Protein  Coupled  Receptor)  (42). 
Éstos transmiten la señal al interior de la célula, activando la proteína Ras, que es una 
proteína  G  monomérica  con  actividad  GTPasa  que  tiene  la  capacidad  de  unir  e 
hidrolizar  nucléotidos  trifosfato  de  guanina  (GTP).  Las  GTPasas  existen  en  su 
conformación  inactiva  (unida  a GDP)  o  activa  (unida  a GTP).  El  cambio  del  estado 
inactivo  al  activo  se  produce  tras  la  recepción  de  una  señal  estimuladora,  lo  que 
provoca  cambios  estructurales  que  hacen  accesible  la  región  efectora  de  estas 
GTPasas a sus proteínas sustrato; de esta forma, una vez unida a GTP, Ras activa a su 
proteína quinasa efectora RAF (MAPKKK) (figura 3). 
Las  proteínas  RAF  son  una  familia  de  proteínas  citosólicas  compuesta  por  tres 
miembros: A‐RAF, B‐RAF y C‐RAF. Éstas activan a una segunda quinasa  llamada MEK 
(MAPK‐ERK  Kinase,  MAPKK),  que  a  su  vez  activa  a  una  tercera  proteína  quinasa 
llamada ERK (Extracelular signal‐Regulated Kinase, MAPK). Las proteínas MEK son los 
únicos efectores aceptados para las tres isoformas de RAF, así como las proteínas RAF 
son los activadores mejor caracterizados de MEK.  
Las proteínas MEK son dos, MEK1 (44 kDa) y MEK2 (45 kDa), y pertenecen a la familia 
de MAPKK de  actividad dual.  Se  activan por  la  fosforilación de  los  residuos  S217  y 
S221 del  segmento de activación de MEK1  (y  los  correspondientes para MEK2). Las 
MEKs  tienen una  secuencia  rica en prolina que no poseen el  resto de MAPKK  y  se 
piensa que es requerida para el reconocimiento y unión de RAF (43). Una vez que MEK 
se encuentra activa es capaz de activar a ERK mediante fosforilación de un residuo de 
treonina  y  otro  de  tirosina  en  el motivo  TEY  del  lazo  de  activación  (T202/Y204  en 
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ERK1).  Las  proteínas  ERK,  también  conocidas  como  p44  y  p42  por  sus  respectivos 
pesos moleculares  (ERK1  44  kDa  y  ERK2  42  kDa),  tienen  actividad  serina/treonina 
quinasa  y  una  vez  activas  pueden  fosforilar más  de  100  posibles  sustratos  entre 
proteínas nucleares y  citosólicas  con diversas  funciones. Algunos ejemplos de estos 
sustratos  son  las proteínas quinasas MSK1/2  (Mitogen and Stress‐activated Kinase), 
RSK  (también  conocida  como  p90  RSK  S6  quinasa),  fosfatasas  como  MKP1/2, 
proteínas  implicadas  en  apoptosis  como BAD  y BIM,  la  propia  C‐RAF  y  factores  de 
transcripción como Elk‐1, c‐Fos, c‐Jun, c‐Myc y p53 (44) (figura 3). De esta forma ERK 
controla diversos procesos tales como proliferación, transformación, supervivencia y 
diferenciación celular (42,45). 
 
RAF
Ras
GPCR RTK
Grb2
SOS
Factor de 
crecimiento Hormona
MEK
ERK
BAD
BIM
MSK1/2
MKP1/2
Elk1 c‐Fosc‐Jun c‐myc
p53
RSK
 
Figura  3.  Vía  de  señalización  Ras‐RAF‐MEK‐ERK.  Tras  la  activación  de  los  receptores  de 
membrana  por  señales  externas  se  produce  la  activación  de  Ras,  que  inicia  la  cascada  de 
fosforilación de  las MAPKs. Una vez que se activa ERK, ésta  trasmite  la  señal por  regulación de 
proteínas citosólicas y nucleares. 
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Esta  vía  puede  encontrarse  desregulada  en  varios  de  sus  niveles,  lo  que  la  ha 
vinculado  ampliamente  al  proceso  de  carcinogénesis.  Concretamente  las  proteínas 
Ras y RAF son protooncogenes, con una tasa de mutación de un 30 % en el caso de 
Ras y de un 10‐20 % en el caso de B‐RAF (46‐49), y la actividad MAPK está aumentada 
en un aproximadamente 30 % de tumores.  
 
1.1. PROTEÍNAS RAF  
Las  proteínas  RAF  son  una  familia  de  proteínas  citosólicas  con  actividad 
serina/treonina quinasa. Está  compuesta por  tres miembros: A‐RAF, B‐RAF y C‐RAF. 
Mediante estudios evolutivos de los genes de estas tres proteínas se ha determinado 
que B‐RAF debe  ser  la proteína más antigua de  las  tres  y por  tanto A‐RAF  y C‐RAF 
derivan de ella (50). En cuanto a su expresión, C‐RAF es una proteína bastante ubicua 
y se encuentra en la mayoría de tejidos y tipos celulares. En cambio, A‐RAF y B‐RAF se 
expresan principalmente en órganos urogenitales y tejido neuronal respectivamente 
y, aunque son detectables en otros  tejidos, el nivel de expresión en ellos es mucho 
más bajo (43). 
 
Estructura de las proteínas RAF 
A‐RAF es la más pequeña de las tres isoformas (aproximadamente 68 kDa) seguida de 
C‐RAF (72‐74 kDa). B‐RAF es  la más grande de  las tres y sufre splicing alternativo,  lo 
que da lugar a varias proteínas que oscilan entre 75 y 100 kDa (51,52).  
Las tres  isoformas presentan un alto grado de homología y comparten tres regiones 
altamente  conservadas:  las  regiones CR1  y CR2, que  forman parte de  la  subunidad 
reguladora  en  el  extremo  N‐terminal,  y  la  región  CR3,  que  forma  parte  de  la 
subunidad catalítica en el extremo C‐terminal y es  la que presenta mayor grado de 
homología en  las  tres  isoformas. En  la  región CR1  se encuentran  los dominios RBD 
(Ras  Binding Domain)  y  CRD  (Cystein  Rich Domain),  importantes  para  la  activación 
mediada  por  Ras.  En  la  región  CR2,  rica  en  residuos  de  serina  y  treonina,  se 
encuentran algunos aminoácidos importantes para su regulación por fosforilación. En 
la región CR3 se encuentran el segmento de activación y el  lazo catalítico, y  junto al 
extremo N‐terminal de CR3 está  la Región Negativa (N‐region) (figura 4).  
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Figura  4.  Estructura  de  proteínas  RAF  y  sitios  de  fosforilación  más  importantes.  Las  tres 
isoformas, A‐RAF, B‐RAF y CRAF comparten  tres  regiones conservadas: CR1  (verde oscuro), CR2 
(verde claro) y CR3 (rojo). El dominio CR1 contiene el RBD y el CRD, y el CR3 contiene el segmento 
de  activación.  Sobre  estos  se  indican  los  residuos  más  importantes  en  la  regulación  por 
fosforilación. 
 
Regulación de las proteínas RAF 
A  pesar  del  alto  grado  de  homología  entre  las  proteínas  RAF,  su  regulación  es 
diferente. La activación de RAF es un proceso muy complejo que comprende múltiples 
pasos, entre ellos el  reclutamiento a  la membrana por parte de Ras, dimerización u 
oligomerización,  unión  a  otras  proteínas  y  lípidos,  fosforilación  y  cambios 
conformacionales (46). 
Unión a Ras 
La  proteína  Ras  se  encuentra  anclada  a  la  cara  interna  de  la membrana  celular  a 
través de residuos de prenilo y farnesilo. La forma activa de la proteína Ras, Ras‐GTP, 
se une al dominio N‐terminal de RAF por interacción específica con los dominios RBD 
y CRD, lo que provoca la translocación de RAF a la membrana (53). Este parece ser un 
evento clave en el proceso de activación, aunque no es suficiente para activar RAF, ya 
que hacen falta otras modificaciones posteriores, las cuales estabilizan la forma activa 
de estas proteínas (54‐56) (figura 5). 
Todas  las  isoformas de Ras (H‐Ras, N‐Ras, K‐Ras4A y K‐Ras4B) activan a  las proteínas 
RAF, pero la eficiencia con que se unen al RBD es diferente: K‐Ras es la isoforma más 
efectiva, seguida de N‐Ras y por último de H‐Ras (57,58). La localización subcelular de 
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Ras  también  influye  en  la  activación  de  RAF  (59),  ya  que  Ras  se  puede  encontrar 
anclada  a  la membrana  en microdominios  diferentes  dependiendo  de  los  residuos 
prenilo y farnesilo por los que haya sido modificada (60‐62).  
La  habilidad  de  Ras  para  unirse  a  RAF  también  depende  de  otras  proteínas 
reguladoras como las proteínas adaptadoras 14‐3‐3 (63). Estas proteínas se unen a C‐
RAF en  la S259 fosforilada, de tal forma que existe un  impedimento estérico para  la 
unión de Ras (64,65). Se ha descrito que Ras es capaz de romper la interacción entre 
las proteínas RAF y 14‐3‐3 in vitro (66,67), aunque in vivo, necesita la colaboración de 
la  fosfatasa PP2A, que  se encarga de desfosforilar  la S259, permitiendo  la unión de 
Ras a RAF (68‐70) (figura 5). 
Fosforilación 
Una vez que RAF se encuentra en la membrana tienen lugar eventos de fosforilación y 
desfosforilación que dan lugar a una conformación de RAF activa.  
La regulación de las proteínas RAF por fosforilación es diferente según la isoforma de 
la que se trate. La regulación de A‐RAF se supone muy similar a la de C‐RAF por el alto 
grado de  conservación de  los  residuos  fosforilables más  importantes;  sin  embargo, 
existen  diferencias  cruciales  en  la  regulación  de  C‐RAF  y  B‐RAF.  El  modelo  más 
aceptado de  regulación por  fosforilación para C‐RAF  y B‐RAF destaca  los  siguientes 
residuos susceptibles de fosforilación:  
• En primer lugar, un evento crucial en la activación de C‐RAF es la fosforilación 
de  la  S338  y  la  Y341,  situadas  en  la  Región Negativa,  junto  al  extremo N‐
terminal de CR3  (71‐74). La  fosforilación de Y341 parece estar mediada por 
quinasas  de  la  familia  SRC  en  la  membrana  plasmática  (72,73,75‐78).  En 
cambio,  existe  cierto  desacuerdo  sobre  la  quinasa  responsable  de  la 
fosforilación de S338. En un principio se propuso que las proteínas PAKs eran 
las quinasas responsables de la fosforilación de la S338 de forma dependiente 
de Rac/Cdc42 y PI3K (71,79,80), pero parece que esto es cierto solo  in vitro, 
ya que la fosforilación de S338 se da en la membrana de forma dependiente 
de  Ras, mientras  que  la  fosforilación  por  PAK  se  produce  en  el  citosol  de 
forma  independiente de Ras  (71,80,81). Además,  la  fosforilación de  la S338 
de  C‐RAF,  inducida  por  activación  de  Ras  tras  tratamiento  con  factores  de 
crecimiento, no se ve bloqueada por dominantes negativos de PAK y Cdc42 
(81), ni por inhibición de PI3K (81) (figura 5A).  
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A) Modelo de activación de C‐RAF. 
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B) Modelo de activación de B‐RAF. 
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Figura 5. Modelos de activación de C‐RAF y B‐RAF. A) En células sin activar, C‐RAF permanece en 
el  citoplasma  en  una  conformación  cerrada  por  unión  a  14‐3‐3.  Tras  la  activación  de  Ras,  se 
transloca a la membrana donde se producen modificaciones en los residuos fosforilables que dan 
lugar a la isoforma activa. B) Análogo a C‐RAF, en células sin estimular, B‐RAF se encuentra en el 
citoplasma en una  conformación  semicerrada por unión  a 14‐3‐3. Tras  la  activación de Ras,  se 
transloca a la membrana donde se producen fosforilaciones y desfosforilaciones que dan lugar a la 
proteína activa. Modificado de Mercer y Pritchard, 2003 (43). 
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En el caso de B‐RAF la fosforilación de la Región Negativa no es necesaria. En 
esta  isoforma,  la  Y341  de  C‐RAF  se  corresponde  con  un  ácido  aspártico 
(D449), que mimetiza la carga negativa del fosfato; y la S446 (equivalente a la 
S338),  aunque  sí  está  conservada,  se  encuentra  fosforilada  de  forma 
constitutiva  (74).  Por  ello, mientras  que  A‐RAF  y  C‐RAF  para  ser  activadas 
requieren a SRC y la quinasa de S338, B‐RAF tiene la región negativa cargada 
constitutivamente y solo necesita ser reclutada a  la membrana por Ras (75), 
siendo más sencilla y rápida su activación. Debido a esto la actividad basal de 
B‐RAF es muy elevada en comparación con la de C‐RAF (74,75) (figura 5B). 
• La fosforilación de los residuos T599 y S602 del segmento de activación de B‐
RAF es esencial para la activación de estas proteínas. Dicho proceso se da en 
respuesta a Ras oncogénico y su substitución por una valina da  lugar a una 
quinasa  inactiva (82). En C‐RAF,  los residuos correspondientes, T491 y S494, 
están conservados, pero existen pocos datos que confirmen su  importancia 
(83). 
• En C‐RAF,  la  fosforilación de  la  S43 por PKA  (Protein Kinase A) produce un 
impedimento estérico que evita la asociación de Ras con C‐RAF (84,85). 
• Por último, los residuos S233, S259 y S621 de C‐RAF fosforilados forman sitios 
de unión para 14‐3‐3 (86,87). La unión de 14‐3‐3 a estos residuos da  lugar a 
una conformación de C‐RAF cerrada e inactiva y Ras no tiene acceso al RBD ni 
al CRD  (46,63,86,88‐90).  Los  tres  residuos  son  fosforilados por PKA  (46,91), 
pero  la S259  también puede  fosforilarse por AKT  (92). Mientras que para  la 
activación de C‐RAF por Ras es necesaria  la desfosforilación de  la S259 por 
parte  de  Ras‐GTP  y  PP2A  (70),  la  S621  permanece  fosforilada  en  la 
conformación  activa  (73)  pero  no  se  sabe  aún  si  la  fosforilación  de  este 
residuo está regulada o no (46). La unión de 14‐3‐3 a este residuo fosforilado 
es esencial para  la activación de C‐RAF, aunque no se conoce aún  la función 
que tiene en el proceso de activación de C‐RAF (65,69,86,87). Una posibilidad 
es  que  la  proteína  14‐3‐3  participe  en  el  proceso  de  dimerización  u 
oligomerización de C‐RAF  (93). Por otra parte, se ha demostrado que C‐RAF 
se  autofosforila  en  la  S621  para  asegurarse  la  estabilidad  mediante  un 
correcto plegamiento y evitar la degradación por el proteasoma (94). 
En  el  caso  de  B‐RAF,  los  residuos  S259  y  S621  están  conservados  (S365  y 
S729) y ambos forman un sitio de unión para 14‐3‐3. La S365 también parece 
regular negativamente a B‐RAF (43). Sin embargo, en contraste con C‐RAF, el 
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residuo S729 no está implicado en la inactivación de B‐RAF ya que, debido al 
impedimento  estérico  que  producen  la  S446  y  el  D449,  B‐RAF  tiene  una 
conformación más abierta en el citoplasma (43).  
 
Por  otra  parte,  la  resolución  del  cristal  del  dominio  quinasa  de  B‐RAF  por Wang  y 
colaboradores  (95)  añadió  nuevos  datos  sobre  su  estructura  y  la  importancia  de 
determinados residuos en la regulación de esta proteína. Es importante destacar que 
el  cristal  se obtuvo por  interacción  con una molécula del  inhibidor de RAF BAY 43‐
9006, que induce una conformación inactiva de B‐RAF, pero que no tiene porque ser 
exactamente igual a la conformación inactiva nativa de B‐RAF (figura 6).  
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Figura 6. Estructura del dominio quinasa de B‐RAF. Se indican el lóbulo pequeño, el lóbulo grande 
y el surco catalítico y en color: la Región N (marrón), el lazo rico en glicina (verde), el lazo catalítico 
(azul) y el segmento de activación (lila). Modificado de Garnett y Marais, 2004 (47). 
 
En el cristal se observó que el dominio catalítico de B‐RAF adopta la estructura típica 
de  las quinasas, con un  lóbulo pequeño separado de uno grande por una hendidura 
catalítica  o  bolsillo  catalítico.  Sin  embargo,  presenta  una  peculiaridad  para  las 
quinasas: existe una  interacción hidrofóbica entre el  lazo rico en glicina, responsable 
de  la unión al ATP, (aminoácidos 459‐471) y el segmento de activación (aminoácidos 
578‐623),  de  tal  forma  que  B‐RAF  queda  en  una  conformación  inactiva.  Como  se 
comentó  anteriormente,  la  fosforilación  del  segmento  de  activación  en  el  residuo 
T599 es esencial para  la activación de B‐RAF ya que se encuentra en  la superficie de 
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esta  interacción hidrofóbica, de  tal  forma que cuando se  fosforila se supone que se 
rompe  esta  interacción,  permitiendo  que  el  lazo  catalítico  adopte  la  conformación 
activa  (95). Esto se comprobó porque cuando se sustituye este aminoácido por una 
isoleucina, B‐RAF se activa  fuertemente, probablemente porque  la cadena  lateral de 
la  isoleucina  rompe  la  interacción  entre  el  lazo  rico  en  glicina  y  el  segmento  de 
activación  (95,96);  sin  embargo,  si  se  sustituye  por  una  alanina,  de  forma  que  se 
impide  su  fosforilación,  B‐RAF  no  puede  activarse  (82).  Presumiblemente,  la 
fosforilación  de  los  residuos  correspondientes  en  A‐RAF  y  C‐RAF  regularán  a  estas 
quinasas de  la misma  forma. Esto explica por qué  la  fosforilación del  segmento de 
activación es tan  importante en  la activación de  las proteínas RAF. Además, como se 
puede  ver  en  la  estructura  obtenida  del  cristal,  la  carga  en  la  Región  Negativa 
probablemente estabilice el lóbulo pequeño de estas proteínas. 
Homodimerización y heterodimerización de las proteínas RAF 
Además  de  tener  funciones  biológicas  propias,  los  miembros  de  la  familia  RAF 
proporcionan una flexibilidad adicional para la activación de la vía MEK‐ERK mediante 
la  formación de homodímeros y heterodímeros. Así, en  respuesta a  la estimulación 
por  factores  de  crecimiento  y  a  la  activación  de  Ras,  C‐RAF  y  B‐RAF  forman 
heterodímeros,  cuya  actividad MEK  quinasa  es más  alta  que  la  de  los  respectivos 
monómeros  u  homodímeros  (93,97,98).  La  importancia  de  la  formación  del 
heterodímero para  la  activación de C‐RAF  se ha descubierto  recientemente por un 
estudio que muestra que la forma activa del dominio catalítico de C‐RAF es una parte 
del dímero,  y que  las mutaciones de B‐RAF que  favorecen  la  formación del dímero 
aumentan la actividad catalítica de C‐RAF (99,100).  
Unión a otras proteínas 
La regulación de las proteínas RAF también está mediada por interacciones proteína‐
proteína, entre las cuales cabe destacar las siguientes:  
• La asociación con proteínas chaperonas como Hsp‐90/p50(cdc37) (101,102) y 
Hsp/HSC‐70  (103), que  confieren estabilidad a  los distintos miembros de  la 
familia RAF. 
• La unión de RAF a proteínas adaptadoras formando complejos multiproteícos, 
que regulan positiva o negativamente a  las proteínas RAF, según  la proteína 
adaptadora de la que se trate. Entre éstas se encuentran las proteínas 14‐3‐3, 
la  proteína  RKIP  (RAF  Kinase  Inhibitor  Protein)  (104,105),  la  proteína  KSR 
(106,107), y la proteína MP1 (108). 
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En  concreto,  RKIP  es  un  miembro  de  un  grupo  de  proteínas  llamadas  PEBP 
(PhosphatidilEthanolamin Binding Protein). Fue identificada por primera vez como una 
proteína que interacciona con C‐RAF, regulando negativamente la activación de la vía 
MEK‐ERK iniciada por esta quinasa (104). Posteriormente, también se ha demostrado 
que RKIP antagoniza con la función de B‐RAF (105). Estudios funcionales en los que se 
utilizan  mutantes  con  ganancia  o  pérdida  de  función  demostraron  que  RKIP 
interrumpe  la  interacción  entre  C‐RAF  y  B‐RAF  con  MEK1/2,  resultando  en  una 
disminución  de  la  fosforilación  de  ésta  última  (105).  Sin  embargo,  aunque  los 
mecanismos implicados en esta regulación no se conocen en detalle, la utilización de 
siRNA para investigar el papel de la proteína RKIP endógena ha demostrado que ésta 
bloquea  la activación de C‐RAF al  impedir  su  fosforilación en  S338  y Y341, eventos 
necesarios para la activación de C‐RAF, pero que no afecta directamente a la actividad 
de B‐RAF  (109). El papel de RKIP en  la  señalización por B‐RAF podría  ser  indirecto, 
afectando a  la  función de C‐RAF y  la  formación de dímeros C‐RAF:B‐RAF, aunque  la 
eliminación de RKIP aumenta la actividad de MEK inducida por B‐RAF en células MEFs 
C‐RAF‐/‐,  lo que sugiere que RKIP puede regular B‐RAF de forma  independiente de C‐
RAF (110).  
Por otra parte, también se ha observado que RKIP se une e inhibe a GRK2 (G‐Protein 
Coupled Receptor Kinase 2), potenciando  la señalización por este tipo de receptores 
(111), e inhibe la activación de NF‐κB (112,113). 
Estas funciones hacen que también se le haya asignado un papel en cáncer a RKIP. Se 
ha  demostrado  que  los  niveles  de  expresión  de  RKIP  son  inferiores  en  células  de 
carcinoma de próstata, mama,  colorrectal,  tiroides  y melanoma  (114‐116)  y que  su 
reexpresión  en  células  tumorales  y  tumores  xenotransplantados  disminuye  la 
migración  y  la  capacidad metastásica de estas  células  (116). Estas diferencias en  la 
expresión de RKIP se correlacionan con cambios en  la actividad de C‐RAF y ERK1/2, 
demostrando el papel modulador que tiene esta proteína sobre esta vía (116).  
 
Funciones de las proteínas RAF 
Aunque  la mayor parte de  las funciones fisiológicas asignadas a  las proteínas RAF en 
proliferación,  supervivencia  y  diferenciación,  se  relacionaron  con  su  capacidad  de 
activar  la vía MEK‐ERK, el descubrimiento de  formas mutadas oncogénicas de B‐RAF 
en distintos  tipos de  tumores humanos  y diferentes  estudios  en  ratones  knock out 
Introducción 
23 
para cada una de estas isoformas están ayudando a comprender mejor las funciones 
específicas de cada una de las distintas proteínas RAF en estos procesos. 
Todas las isoformas de RAF son capaces de activar a MEK in vitro (75), pero B‐RAF la 
activa de forma más eficiente que A‐RAF y C‐RAF (75,117). Una versión inducible de B‐
RAF estimula más, y más rápido  la actividad de ERK que versiones semejantes de A‐
RAF y C‐RAF  (118). Además, estudios con  fibroblastos embrionarios de ratón  (MEFs) 
han demostrado que células MEFs derivadas de ratones mutantes b‐raf‐/‐ muestran un 
defecto en  la estimulación de ERK por distintos agonistas  (119), mientras que ni  las 
células MEFs C‐RAF‐/‐ ni  las MEFs A‐RAF‐/‐ presentan defectos en  la activación de ERK 
por  distintos  factores  de  crecimiento  (120,121).  En  cuanto  a  A‐RAF,  estudios 
realizados  en MEFs  y  células  primarias  embrionarias  deficientes  en  esta  proteína 
demostraron que ninguno de los procesos de proliferación, diferenciación, apoptosis, 
activación  de  ERK  y  transformación  por  Ras  oncogénico  estaba  desregulado.  Esto 
implica que A‐RAF no tiene un papel importante en la activación de MEK‐ERK, ya sea 
porque su función es completamente compensada por  las otras  isoformas de RAF, o 
porque su papel es altamente específico de algún tejido  (121). Todos estos estudios 
demuestran que B‐RAF es el principal activador de la vía MEK‐ERK, y que tanto C‐RAF 
como A‐RAF tienen funciones diferentes e independientes de esta vía. 
 Por  otra  parte,  en  la  última  década  se  han  identificado  algunas  funciones  de  RAF 
independientes de su actividad quinasa y de  la vía MEK‐ERK. Aunque algunos de  los 
efectores descritos son compartidos por las proteínas RAF, la mayoría se han descrito 
para  C‐RAF.  Entre  ellos  hay  proteínas  implicadas  en  el  proceso  de  apoptosis  como 
BAD,  ASK‐1  y MST‐2,  proteínas  implicadas  en  la  regulación  del  ciclo  celular  como 
retinoblastoma  (Rb)  y  Cdc25,  proteínas  implicadas  en  la  organización  del 
citoesqueleto  como  Vimentina,  Rokα  y  keratina  8,  y  proteínas  implicadas  en  la 
supervivencia celular como BAG1 y NF‐κB (122). En el caso de NF‐κB, B‐RAF también 
parece ser capaz de activar este factor de transcripción, ya que mutantes activos de B‐
RAF son capaces de activar NF‐κB (96,123) (figura 7).  
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Figura 7. Efectores de B‐RAF y C‐RAF. Se esquematizan los distintos efectores de B‐RAF y C‐RAF y 
las respuestas celulares mediadas por éstas. 
 
Papel de B‐RAF y C‐RAF en proliferación 
Las proteínas B‐RAF  y C‐RAF  están  implicadas  en  el  proceso de proliferación  como 
mediadoras de la activación de la vía MEK‐ERK en respuesta a la activación de Ras por 
factores de crecimiento o por mutaciones oncogénicas de  la misma. En este sentido, 
se ha demostrado que los ratones transgénicos en los que se expresan formas activas 
de  B‐RAF  o  C‐RAF  manifiestan  trastornos  hiperproliferativos  (47,124‐126).  Sin 
embargo, células MEFs C‐RAF‐/‐ inmortalizadas no presentan defectos en la activación 
de  ERK  ni  en  proliferación  (120)  y  la  ausencia  de  C‐RAF  en  estas  células  no  es 
suficiente para prevenir la transformación inducida por Ha‐Ras oncogénico (121). Este 
papel en proliferación está ligado a la progresión del ciclo celular de G1 a S a través de 
la  expresión  de  genes  tempranos  como  c‐fos,  la  inducción  de  ciclina  D  y  la 
consecuente fosforilación de Rb (127,128).  
 
Papel de B‐RAF y C‐RAF en supervivencia celular 
Además de su papel en la proliferación celular, a B‐RAF y C‐RAF se les ha asignado una 
función antiapoptótica. Se ha demostrado que  los ratones a  los que se  les elimina el 
gen b‐raf mueren durante el desarrollo  embrionario debido  a una  ruptura  vascular 
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causada por un aumento de  la apoptosis de  las células endoteliales y defectos en  la 
hematopoyesis  (129). Por otra parte,  los  ratones c‐raf‐/‐  también mueren durante  la 
embriogénesis, en este caso por un aumento generalizado de  la apoptosis celular en 
todos los tejidos y anormalidades en vasculogénesis y hematopoyesis (120). Además, 
fibroblastos embrionarios de estos  ratones son más sensibles a morir por apoptosis 
cuando se incuban en presencia de un agente proapoptótico (120). 
En cuanto a  la  función antiapoptótica de C‐RAF, se ha observado que esta  isoforma 
juega  un  papel  fundamental  en  la  protección  frente  a  la  apoptosis  a  través  de  un 
mecanismo independiente de su actividad MEK quinasa, actuando como una proteína 
adaptadora (120). Esto se demostró mediante  la generación de ratones knock  in que 
contienen  una mutación  en  el  gen  c‐raf  que  codifica  para  una  proteína  C‐RAF  que 
carece  de  actividad  quinasa  y  es  incapaz  de  activar MEK  (120).  Estos  ratones,  al 
contrario de  los  c‐raf‐/‐,  se desarrollan normalmente,  son  fértiles  y  alcanzan  la  vida 
media  esperada.  Sin  embargo,  las  vías  de  señalización  implicadas  en  los  efectos 
antiapoptóticos de C‐RAF no están totalmente definidas. Hay numerosas propuestas 
sobre  cómo C‐RAF participa  en  la prevención de muerte  celular por  apoptosis, por 
ejemplo,  por  regulación  de  la  activación  del  factor  de  transcripción  NF‐κB 
(112,130,131), por interconexión entre la vía de C‐RAF‐MEK‐ERK y la vía PI3K‐AKT, ya 
que C‐RAF activa PI3K en células mieloides y requiere de AKT para prevenir apoptosis 
a  través  de  la  inhibición  de  BAD  (132,133),  o  también  por  un  mecanismo 
independiente de su actividad quinasa, a través de la interacción física y funcional de 
C‐RAF con la quinasa proapoptótica ASK1 (Apoptosis Signal‐regulating Kinase 1) (134) 
y MST2 (135). 
Aunque la función antiapoptótica de B‐RAF no ha sido tan estudiada, parece que ésta 
debe  ser  diferente  de  la  de  C‐RAF,  ya  que  los  efectores  que  median  la  función 
antiapoptótica de C‐RAF no son activados por B‐RAF, pues esta proteína está activa en 
células C‐RAF‐/‐ y no compensa la falta de C‐RAF; y viceversa, en células B‐RAF‐/‐, C‐RAF 
no puede compensar  la falta de B‐RAF para prevenir  la apoptosis que se produce en 
ausencia de esta proteína. Además, se ha descrito que el mecanismo por el que B‐RAF 
previene la apoptosis celular en fibroblastos es a través de la activación de la vía MEK‐
ERK,  impidiendo  la  activación  de  caspasas  y  la  liberación  del  citocromo  c  de  la 
mitocondria (136). Este efecto podría ser mediado por  las  IAPs, ya que en células de 
ratones b‐raf‐/‐ hay una disminución en la expresión de estas proteínas (137). 
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Papel de B‐RAF en transformación 
Las proteínas RAF solo se consideraban importantes en carcinogénesis por su posición 
debajo de Ras, sin embargo, esta  idea cambió al descubrirse que existen mutaciones 
oncógenicas de B‐RAF en el 10‐20 % de cánceres humanos  (47‐49). Sin embargo  las 
mutaciones de C‐RAF en cáncer son raras y solo aparecen con una frecuencia de 1 % 
(138),  y  no  se  han  encontrado mutaciones  en  A‐RAF  (139).  Concretamente  se  ha 
encontrado  B‐RAF  mutado  en  el  30‐60  %  de  melanomas,  30‐50  %  de  tumores 
tiroideos, 5‐20 % de cánceres colorectales, 30‐40 % de cánceres de ovario y en menor 
porcentaje (1‐3 %) en otros tipos de cáncer (48,49).  
En total se han descrito unas 100 mutaciones para B‐RAF (99). La mayoría de ellas son 
mutaciones activadoras y se encuentran situadas alrededor del  lazo rico en glicina y 
del  segmento  de  activación  (95)  (figura  8).  Esto  es  debido  a  que,  como  se  ha 
comentado  anteriormente,  la  estructura  de  B‐RAF  ha  puesto  de  manifiesto  una 
interacción intramolecular entre el lazo rico en glicina y el segmento de activación que 
mantiene B‐RAF inactivo, de forma que fosforilaciones o sustituciones de aminoácidos 
dentro  de  este  segmento  rompen  dicha  interacción  intramolecular  y  producen  la 
activación de B‐RAF (95). 
V459
G469
G464
G466
V600
T599
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G464
D594
E586
D587
R682
L597
 
Figura 8. Residuos mutados en el dominio catalítico de B‐RAF. Estructura del dominio quinasa de 
B‐RAF  con  las  mutaciones  más  importantes  encontradas  en  cáncer.  Dichos  residuos  están 
coloreados  alternativamente  en  rojo  y  naranja  para mayor  claridad. Modificado  de  Garnett  y 
Marais, 2004 (47). 
 
De  todas  las  mutaciones  encontradas  existe  una  predominante:  el  cambio  del 
nucleótido 1799 de timidina a adenosina, convirtiendo la valina 600 del segmento de 
activación en un glutamato (V600E) (49). Esta mutación representa aproximadamente 
el 90 % de las mutaciones encontradas para B‐RAF en melanoma y cáncer de tiroides, 
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lo que convierte a V600EB‐RAF en el mutante más importante de todos los encontrados 
(49) (figura 9).  
Segmento 
de activación
Lazo rico 
en glincina
CR1 CR2 CR3
V600
578 623
459 471
 
 
Figura  9. Mutaciones del dominio  catalítico de B‐RAF  asociadas  a  cáncer  y  su  incidencia.  Las 
posiciones  de  las  mutaciones  que  tienen  lugar  en  cáncer  humano  están  indicadas  sobre  la 
estructura.  La  longitud  de  las  barras  rojas  indican  la  frecuencia  relativa  con  que  se  producen 
dichas  mutaciones.  Los  aminoácidos  por  los  que  se  sustituyen  se  indican  en  rojo  sobre  la 
secuencia. Modificado de Wellbrock y otros, 2004 (46). 
 
V600EB‐RAF es uno de  los mutantes con mayor actividad; su actividad quinasa  in vitro 
es  500  veces  mayor  que  la  de  B‐RAF  silvestre  (95).  Es  capaz  de  estimular 
constitutivamente  la  actividad  de  ERK,  inducir  proliferación  y  transformación  en 
células NIH3T3 y melanocitos murinos, y permite a estas células crecer como tumores 
en ratones inmunodeprimidos (46,49,95,96,123,140). Además, la inhibición de V600EB‐
RAF en células de melanoma disminuye  la proliferación de estas células, aumenta  la 
apoptosis basal e  impide  la  formación de  tumores xenotransplantados  (141), por  lo 
tanto,  todos  estos  datos  demuestran  que  V600EB‐RAF  es  un  oncogén.  Sin  embargo, 
V600EB‐RAF no es el único mutante de B‐RAF con capacidad transformante. Muchos de 
los otros mutantes encontrados  también  son  capaces de  transformar  células,  como 
L597V, G466A, G469A  y G464V, entre otros. El  caso más  sorprendente es el de  los 
mutantes que  tienen menor  actividad quinasa que B‐RAF  silvestre,  como D594V,  y 
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aún  así  son  capaces de  activar MEK‐ERK por un mecanismo dependiente de C‐RAF 
(95). Una posible explicación es que estos mutantes adoptan  la conformación activa, 
pero no son capaces de fosforilar MEK porque las mutaciones que tienen producen un 
impedimento estérico. Sin embargo, éstos son capaces de formar heterodímeros con 
C‐RAF, activando a esta última, de forma que C‐RAF se encarga de transmitir la señal a 
MEK‐ERK (95,98).  
Por  último,  tambien  existen  otras mutaciones  activadoras  que  implican  a  residuos 
situados en otras partes de  la proteína y no  forman parte de  la  interacción entre el 
lazo  rico  en  glicina  y  el  segmento  de  activación.  Posiblemente  sean  residuos 
implicados  en  las  interacciones  intramoleculares  entre  el  extremo  N‐terminal  y  el 
dominio  catalítico  que  mantienen  a  B‐RAF  en  una  conformación  inactiva,  o 
interacciones con otras proteínas, como proteínas inhibitorias (46) (figura 8). 
En cuanto a A‐RAF y C‐RAF, apenas se han descrito mutaciones en tumores humanos, 
aunque  la  mayoría  de  las  45  mutaciones  encontradas  en  B‐RAF  se  dan  sobre 
aminoácidos conservados en A‐RAF y C‐RAF. Sin embargo, al introducir las mutaciones 
más  frecuentes de B‐RAF en C‐RAF  su actividad apenas aumenta  (142). Esto puede 
tener su explicación en  la constante carga negativa de  la Región Negativa de B‐RAF 
que le confiere una elevada actividad basal respecto a las otras isoformas; de manera 
que  simples  mutaciones  puntuales  estimulan  enormemente  la  actividad  de  esta 
isoforma. De esta forma, las células que contienen la proteína B‐RAF oncogénica están 
desreguladas  y  adquieren  capacidad  para  progresar  hacia  un  estado  maligno, 
mientras que A‐RAF  y C‐RAF  requieren más eventos para  activarse  y una mutación 
puntual  no  es  suficiente.  Así,  aunque  dichas  mutaciones  tuvieran  lugar,  éstas  no 
supondrían  una  ventaja  adaptativa  para  las  células,  que  condujera  a  su 
transformación.  
 
1.2. IMPLICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS RAF EN CÁNCER 
La habilidad tumorogénica de B‐RAF se ha demostrado tanto en estudios con células 
in  vitro,  como  en  tumores  humanos.  La  expresión  de  V600EB‐RAF  en melanocitos  y 
células  tiroideas  de  rata  aumenta  la  proliferación  e  invasividad  de  estas  células 
(46,143‐145)  y  la  eliminación  de  su  expresión  en  líneas  celulares  derivadas  de 
melanoma  y  tumores  papilares  tiroideos  (PTCs)  humanos  inhibe  la  proliferación, 
previene la transformación e inhibe el crecimiento de tumores xenotransplantados en 
ratones  (141,146).  La  presencia  de  la mutación  V600EB‐RAF  también  confiere  a  las 
células que la poseen resistencia a morir por apoptosis. Así, células de melanoma con 
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V600EB‐RAF sufren arresto del ciclo en G1 y apoptosis al silenciar la expresión de B‐RAF 
o  inhibir  la  vía MEK‐ERK  (141),  además de  sensibilizar  estas  células  a  sufrir  anoikis 
(147).  En  células  de  cáncer  colorrectal  se  observan  efectos  similares  cuando  se 
someten  a  la  retirada de  suero  combinado  con  la  inhibición de MEK  (148,149).  Sin 
embargo,  en  líneas  celulares  de  cáncer  tiroides,  la  inhibición  de  la  vía  ERK1/2  no 
siempre  produce  apoptosis  (150,151).  Por  otra  parte,  V600EB‐RAF  ejerce  protección 
contra la apoptosis inducida por cisplatino, actinomicina‐D o daunorubicina en células 
de melanoma (152).  
Además de  inducir proliferación y  supervivencia,  V600EB‐RAF  también desempeña un 
papel  importante en  la  invasión tumoral y en  las  interacciones con el estroma, en  la 
promoción de  la  angiogénesis  y  en  la  creación de un microambiente  inmunológico 
privilegiado.  V600EB‐RAF  aumenta  la  expresión  de  varias  proteínas  que  regulan  la 
migración  celular,  tales  como Rdn3,  PlexinB1  o Minerva/FAM129B,  favoreciendo  el 
anclaje  y  la  metástasis  de  células  de  melanoma  (153‐156).  Además,  V600EB‐RAF 
modifica el  ambiente  tumoral  induciendo  la expresión de  los  factores  angiogénicos 
HIF‐1  y  VEGF  (157,158),  así  como  la  sobreexpresión  de  IL‐8  e  IL‐10  en  numerosas 
líneas celulares tumorales (159). En cuanto al cáncer de tiroides, varios estudios han 
mostrado  que  V600EB‐RAF  aumenta  la  expresión  del  receptor  para  el  factor  de 
crecimiento del endotelio vascular (VEGFR), de algunas metaloproteasas como MMP3 
o del receptor tirosina quinasa c‐Met (146), todas ellas moléculas relacionadas con la 
invasión  y metástasis  de  cánceres  humanos.  Por  otra  parte,  recientemente,  se  ha 
encontrado  que  la  fosforilación  de  LKB1  por  la  vía  V600EB‐RAF‐ERK  tiene  efectos 
importantes en la generación de los tumores, mediante la señalización por mTOR y la 
continuación de  la síntesis de proteínas en condiciones de estrés metabólico, como 
las encontradas por el desarrollo de tumores (160). Estos efectos son revertidos por 
silenciamento del gen de B‐RAF y por  la  inhibición química de MEK y, por  lo  tanto, 
éstos son mediados por la vía MEK‐ERK (156,161).  
Sin  embargo,  a  pesar  de  que  se  ha  demostrado  que  la  expresión  de  V600EB‐RAF 
aumenta  la proliferación  y  la  transformación  celular,  también  se ha observado que 
tanto  la presencia de esta mutación como niveles altos de activación de  la vía MEK‐
ERK  fomentan  la senescencia, en  lugar de  la proliferación  (162,163). En consonancia 
con  estos  datos,  V600EB‐RAF  se  encuentra  con  frecuencia  en  hiperplasia  benigna 
melanocítica  (nevus),  lesiones  cuyas  células  tienen  detenido  el  crecimiento  y  se 
encuentran  en  un  estado  similar  al  de  senescencia  (164‐166).  Esta  senescencia 
inducida  por  V600EB‐RAF  puede  ser  contrarrestada  por  cooperación  con  otros 
mecanismos,  entre  los  que  encontramos  la  pérdida  de  supresores  de  tumores,  en 
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particular, p16INK4a, p53 y PTEN  (164‐166), y  la sobreexpresión de protooncogenes 
como  el  c‐myc  (167)  o,  en  células  de  carcinoma  colorrectal,  Rac1b  (168). Además, 
AKT3,  que  se  encuentra  activada  en muchos melanomas,  también  puede  cooperar 
con V600EB‐RAF fosforilándola y disminuyendo su actividad a un nivel que promueve la 
proliferación en  lugar de  la senescencia (169). Por último,  la dimerización con C‐RAF 
también  podría  ser  un  mecanismo  adicional  para  modular  la  activación  de  ERK 
inducida  por  V600EB‐RAF  y  mantenerla  a  un  nivel  tolerable,  de  forma  que  no  se 
produzcan ni senescencia ni apoptosis. En apoyo de esta idea, la proporción C‐RAF:B‐
RAF  está  reducida  en  las  células  de  melanoma  humano  (170).  Por  lo  tanto,  la 
heterodimerización de mutantes de B‐RAF asociados a tumores con C‐RAF endógeno 
es una espada de doble filo, y el resultado depende de la naturaleza de la mutación en 
B‐RAF.  
El  papel  oncogénico  de  la mutación  V600EB‐RAF  también  se  ha  confirmado  in  vivo 
utilizando cepas de  ratones knock  in que expresan  V600EB‐RAF de  forma condicional. 
Así, los datos de Dhomen  y colaboradores (cols.), demuestran que, en ratones en los 
que la expresión de V600EB‐RAF se restringe a melanocitos, el 70 % de ellos desarrollan 
melanoma  de  forma  espontánea,  con  características  de  invasividad  (171).  Sin 
embargo,  otros  autores  han  demostrado  que  es  necesaria  la  presencia  de  otra 
mutación para que V600EB‐RAF ejerza su función oncogénica, por ejemplo, la expresión 
de  esta  forma mutante  de  B‐RAF  induce  adenomas  benignos  de  pulmón  y  solo  la 
eliminación conjunta de p53 o p16INK4a/p19ARF promueve la progresión del tumor a 
adenocarcinoma (172). También se ha demostrado que V600EB‐RAF sólo  induce nevus 
benigno en ratones a menos que se silencie la expresión de PTEN o p16INK4a, en cuyo 
caso los melanocitos se convierten en células tumorales con características invasoras 
y  se  produce metástasis  en  ganglios  linfáticos  y  pulmón  (166),  demostrando  que 
existe una cooperación entre  la activación de  la vía de ERK y  la de AKT, mediante  la 
ausencia de PTEN, y la supresión genómica de p16INK4a, como mecanismo para evitar 
la posible senescencia y apoptosis inducida por V600EB‐RAF (173). Además, los ratones 
transgénicos  que  expresan  la  forma  oncogénica  V600EB‐RAF  en  la  glándula  tiroidea 
desarrollan PTC y muestran invasión de estas células en los vasos sanguíneos y tejidos 
adyacentes (174). De igual forma, en PTCs humanos que poseen esta mutación existe 
una estrecha  relación entre B‐RAF mutado y  la progresión a estados avanzados del 
tumor, invasión extratiroidea y metástasis en nódulos linfáticos (146). En este sentido, 
también se ha visto que  la eliminación de  la expresión de V600EB‐RAF o su  inhibición 
química, conduce al estancamiento o la regresión de tumores derivados de pacientes 
y tumores xenotransplantados de  líneas de celulares tumorales que expresan V600EB‐
RAF (175,176).  
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2. VÍA PI3K‐AKT‐mTOR 
2.1. ACCIONES Y SEÑALIZACIÓN MEDIADA POR LA VÍA DE PI3K‐AKT‐mTOR  
PI3K 
Las  proteínas  PI3K  (PhosphatidylInositol‐3‐Kinase)  forman  una  familia  de  enzimas 
capaces  de  fosforilar  el  grupo  3‐OH  del  anillo  de  inositol  del  fosfoinositol  (PI)  y 
generar fosfatidilinositoles (PtdIns) PI(3)P, PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P3, a  los que deben su 
nombre  (177).  La  familia  de  PI3K  está  dividida  en  3  clases  diferentes:  la  clase  I 
(subdividida a su vez en IA y IB), la clase II y la clase III. La clasificación está basada en 
su  estructura  primaria,  su  regulación  y  su  diferente  especificidad  in  vitro  por  los 
lípidos sustrato (178). De todas, solo  la clase IA ha sido vinculada a  la carcinogénesis 
(179).  
Las proteínas PI3K son heterodímeros formados por una subunidad reguladora y otra 
catalítica.  La  clase  IA  presenta  cinco  isoformas  de  la  subunidad  reguladora:  p85α, 
p55α, p50α p85β y p85γ. La subunidad mejor estudiada es p85α. Ésta contiene dos 
dominios SH2 a través de  los cuales se une a residuos de fosfotirosina de receptores 
tirosina quinasa. Además, posee un dominio situado entre los dominios SH2 al que se 
une constitutivamente la subunidad catalítica p110. Por último, tiene un domino SH3 
y  un  dominio  BCR  que  sirven  para  regular  negativamente  a  la  subunidad  p110.  La 
subunidad catalítica p110 también tiene diferentes isoformas: p110α, p110β y p100γ. 
Las tres tienen  la misma estructura básica, que  incluye varios dominios responsables 
de  la  interacción  con  p85  y  Ras,  un  dominio  C2,  importante  en  el  anclaje  a  la 
membrana, y el dominio catalítico quinasa (180).  
El complejo p85:p110, en ausencia de señales, se encuentra inactivo en el citoplasma. 
Su activación comienza por la unión del ligando apropiado a un RTK, que da lugar a la 
transfosforilación de su dominio citoplásmico. Seguidamente, el dímero p85:p110 se 
une al receptor a través del dominio SH2 de p85. Una vez que el complejo se une a los 
residuos  de  fosfotirosina,  p85  sufre  cambios  conformacionales  que  implican  a  los 
dominios SH3 y BCR de forma que dejan de regular negativamente a p110 (181). Así, 
p110 activa se sitúa junto a sus sustratos lipídicos en la membrana celular (figura 10). 
En  algún  caso  la  interacción  de  p85  con  el  RTK  es  indirecta  y  se  da  a  través  de 
fosfoproteínas  intermedias  como  IRS1/2  (Insulin  Receptor  Substrates  1  y  2).  Los 
receptores RTKs también pueden activar a PI3K de forma indirecta, a través de Ras, la 
cual se une directamente a la subunidad catalítica p110, activándola, sin necesidad de 
la participación de la subunidad reguladora (182,183) (figura 10).  
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Figura 10. Mecanismo de activación de PI3K. Tras la activación del RTK por unión de su sustrato, 
se produce  la transfosforilación en residuos de tirosina de  los dominios citosólicos del mismo,  la 
subunidad  p85  de  PI3K  se  une  a  dichos  residuos  de  forma  que  se  produce  un  cambio 
conformacional que activa  la  subunidad p100. La  subunidad catalítica p110  transfiere un grupo 
fosfato a los PIP2 situados en la membrana. La fosfatasa PTEN revierte este proceso. 
 
El principal  sustrato  in  vivo de PI3K  IA es PIP2  (PtdIns(4,5)P2), que  es  fosforilado  y 
convertido en PIP3 (PtdIns (3,4,5)P3). Estos PIP3 actúan como segundos mensajeros y 
activan vías por debajo de ésta, como AKT y otras proteínas. En células de mamífero 
sin estimular los niveles de PIP3 son casi indetectables, debido a la fina regulación de 
PI3K  y  la  acción  de  múltiples  fosfatasas  como  PTEN,  SHIP1  y  SHIP2  (180).  Estas 
fosfatasas  se  encargan  de  quitar  los  grupos  fosfato  de  los  PIP3  y  así  regulan 
negativamente los efectos de PI3K e impiden la activación de AKT. 
 
 
AKT 
De todas las proteínas activadas por PI3K, la mejor caracterizada y más directamente 
implicada en cáncer es AKT. AKT es una familia de proteínas formada por 3 miembros: 
AKT1, AKT2 y AKT3, también conocidos como PKBα, PKBβ y PKBγ (Protein Kinase B α, 
β y γ) o RAC‐PKα, RAC‐PKβ y RAC‐PKγ  (Related  to A and C Kinases α, β y γ). Existen 
algunas  características  específicas  de  cada  isoforma,  por  ejemplo  AKT1  está 
principalmente  implicada  en  supervivencia,  AKT2  en  el  transporte  de  glucosa  y  el 
papel  de  AKT3  es menos  claro,  pero  parece  que  regula  el  crecimiento  celular  en 
cerebro. 
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La secuencia de las proteínas AKT tiene tres dominios principales (184): 
• Un dominio  PH  (Pleckstrin Homology)  en  el  extremo  amino, que media  las 
interacciones lípido‐proteína y proteína‐proteína. 
• Un dominio catalítico central, con actividad serina/treonina quinasa.  
• Un  dominio  regulador  en  el  extremo  carboxilo,  que  incluye  un  dominio 
hidrofóbico y rico en prolina. 
La  estructura  primaria  de  AKT  está  evolutivamente  conservada,  con  excepción  del 
final del extremo carboxilo, que no existe en todas las especies e isoformas (185).  
 
 
La regulación de la actividad de AKT comienza por translocación desde el citoplasma a 
la membrana plasmática. Los fosfoinosítidos generados por PI3K se sitúan en  la cara 
interna de la membrana plasmática y AKT se une de forma directa a éstos a través de 
su dominio PH, situándose en  la membrana (186‐188). Este evento es crítico para  la 
activación de AKT, ya que  la relocalización en  la membrana  le confiere proximidad a 
las proteínas quinasas encargadas de  fosforilarla y activarla, además de producir un 
cambio conformacional en AKT que facilita su fosforilación (185) (figura 11).  
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Figura 11. Mecanismo de activación de AKT. Una vez que PI3K genera PIP3, AKT se une a ellos a 
través de su dominio PH. A continuación es fosforilada en los residuos S473 y T308 por mTORC2 y 
PDK1 respectivamente, de forma que queda completamente activa. 
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AKT  posee  cuatro  residuos  susceptibles  de  fosforilación  importantes  para  su 
activación  in  vivo:  S124,  T308,  T450  y  S473.  Los  residuos  S124  y  T450  están 
basalmente fosforilados, mientras que la fosforilación de los residuos T308 y S473 es 
inducida por estímulos extracelulares. Estudios de mutagénesis han revelado que se 
requiere la fosforilación de estos últimos para la activación completa de AKT (189). La 
T308 es fosforilada por la proteína serina/treonina quinasa PDK1 (3‐Phosphoinositide‐
Dependent Kinase‐1), que también contiene un dominio PH por el que se sitúa en  la 
membrana (190). Este residuo se encuentra en el dominio quinasa y cuando no está 
fosforilado regula negativamente la actividad quinasa de AKT. Su fosforilación parece 
ser  suficiente para  la activación de AKT  (191),  sin embargo  la activación máxima  se 
alcanza tras la fosforilación de la Ser473 por PDK2 (192). La identidad de PDK2 no está 
clara,  aunque  la  exploración  del  genoma  humano  ha  revelado  que  no  existen 
homólogos  de  PDK1,  lo  que  indica  que  PDK2  pertenece  a  otra  clase  de  quinasas. 
Existen  numerosos  candidatos  que  puedan mediar  esta  fosforilación  in  vitro,  pero 
pocos  son  convincentes  in  vivo.  Recientemente  se  ha  propuesto  que  el  complejo 
mTORC2 media la fosforilación de la S473 in vivo (193) (figura 11). 
Entre  los mecanismos  de  inactivación  de  AKT  descritos  hasta  ahora  se  incluye  la 
interacción directa entre AKT con CTMP  (Carboxi‐Terminal Modulator Protein)  (194), 
que  previene  su  fosforilación.  También  se  ha  propuesto  su  interacción  con  la 
chaperona  Hsp90,  que  protege  a  AKT  de  la  desfosforilación  por  PP2A  (195). 
Recientemente se ha  identificado  la  fosfatasa PHLPP que contiene un dominio PH y 
que desfosforila específicamente la S473 de AKT (196).  
   
Efectos biológicos de la activación de PI3K‐AKT 
Una  vez  activo, AKT  fosforila numerosos  sustratos  implicados  en diversos procesos 
biológicos. De todos ellos, los más relevantes en carcinogénesis son la supervivencia, 
la proliferación y el crecimiento celulares (figura 12). 
Supervivencia celular 
El mecanismo por el que AKT protege a las células de la apoptosis es multifactorial, ya 
que AKT  fosforila de  forma directa  a diversos  componentes de  la maquinaria de  la 
muerte celular, pero también es capaz de regular de  forma  indirecta  la actividad de 
distintos factores de transcripción de la maquinaria apoptótica.  
Entre  las proteínas fosforiladas directamente por AKT está  la proteína proapoptótica 
BAD de  la familia de proteínas Bcl‐2, que promueve  la muerte celular por formación 
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de  un  dímero  con  la  proteína  antiapoptótica  Bcl‐XL,  de  forma  que  esta  última  no 
puede  ejercer  su  función. AKT  fosforila  a BAD  inhibiendo  su  interacción  con Bcl‐XL 
(197,198). AKT también fosforila  la procaspasa 9  inhibiendo  la actividad catalítica de 
esta  proteína  proapoptótica  (199).  En  cuanto  a  los  factores  de  transcripción,  AKT 
fosforila FoxO1, miembro de la familia de factores de transcripción FOXO, creando un 
sitio  de  unión  para  las  proteínas  adaptadoras  14‐3‐3,  que  lo  secuestra  en  el 
citoplasma  impidiendo su translocación al núcleo y, por tanto, evitando  la activación 
de sus genes diana, entre  los que se encuentran  las proteínas proapoptóticas BIM y 
ligando FAS  (200). Además, AKT regula a NF‐κB  (201,202), que  induce supervivencia 
celular  en  respuesta  a  numerosos  estímulos  apoptóticos.  Concretamente,  AKT  es 
capaz de  fosforilar a  IKK, de  forma que se degrada el  inhibidor  IκB, activándose NF‐
κB(201,203).  Por  último,  AKT  disminuye  la  actividad  proapoptótica  de  p53  por 
fosforilación de su inhibidor MDM2, de forma que éste se transloca al núcleo y se une 
a p53 dando lugar a su degradación (204) (figura 12). 
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Figura  12.  Efectores  de  AKT.  Una  vez  que  AKT  es  activada  interviene  en  diversos  procesos 
celulares por fosforilación de numerosas proteínas, activándolas o inhibiéndolas. 
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Proliferación celular y crecimiento celular  
La mayoría de estudios  sobre  las  funciones de AKT  se han centrado en  su papel en 
supervivencia  celular,  mientras  que  la  regulación  de  la  proliferación  celular  está 
mayoritariamente asociada a  la vía Ras‐MAPK. Sin embargo, AKT también  interviene 
en el proceso de proliferación por regulación de la maquinaria del ciclo celular. En ese 
sentido  se  ha  descrito  que  el  bloqueo  de  la  actividad  de  PI3K  o  AKT, 
farmacológicamente o mediante dominantes negativos, da lugar a la parada del ciclo 
celular  en  ciertos  modelos  (180).  Concretamente,  AKT  inhibe  la  proteína  GSK‐3β 
(Glycogen  Synthase  Kinase  3)  mediante  fosforilación  de  la  misma  (205).  GSK‐3β 
controla gran número de eventos críticos del ciclo celular a través de  la fosforilación 
inhibitoria de  reguladores de éste,  como  c‐Myc,  ciclina D1 y  ciclina E. Además, AKT 
directamente, o a través de los factores de transcripción de la familia FOXO, también 
fosforila inhibidores del ciclo celular como p21WAF1/CIP1 y p27KIP1, modificando su 
transcripción, estabilidad y su localización subcelular(206,207,207,208) (figura 12). 
 
Por otra parte, AKT regula el crecimiento celular por inhibición de la actividad de TSC2 
(Tuberous Sclerosis 2, también conocida como Tuberin). La proteína TSC2 inhibe la vía 
Rheb (Ras Homologue Enriched in Brain)‐mTOR (209), responsable de la activación del 
crecimiento  celular  en  respuesta  a  la  disponibilidad  de  nutrientes,  por  tanto,  la 
inhibición de TSC2 por AKT activa la vía Rheb‐mTOR (figuras 12 y 13). 
 
mTOR  
La proteína mTOR (Mammalian Target Of Rapamycin) se descubrió hace casi 20 años 
al  estudiar  el mecanismo  de  acción  de  rapamicina.  Se  trata  de  una  proteína  con 
actividad serina/treonina quinasa que  integra  las señales de factores de crecimiento, 
mitógenos e  insulina, y actúa como un sensor de  los niveles de nutrientes, energía y 
oxígeno  celulares. mTOR  es  la  subunidad  catalítica  de  dos  complejos moleculares 
diferentes de  las células, mTORC1 y mTORC2 (mTOR Complex 1 y mTOR Complex 2), 
cada uno con sus propios sustratos y por tanto con diferentes funciones. 
El  complejo  mTORC1  está  formado  por  mTOR,  la  proteína  reguladora  LST8  y  la 
proteína  RAPTOR  (Regulatory  Associated  Protein  of  mTOR).  mTORC1  regula  el 
crecimiento celular en respuesta a factores de crecimiento y nutrientes, modulando la 
transcripción,  la  síntesis  de  proteínas,  el  inicio  de  la  translación,  la  captación  de 
nutrientes  y  la  autofagia. El  complejo mTORC1 está  regulado negativamente por el 
complejo TSC1/2 (también conocidas como Hamartin y Tuberin respectivamente), que 
Introducción 
37 
inhibe  el  activador  de  mTORC1  Rheb.  TSC1/2  puede  ser  inhibido  mediante 
fosforilación directa de AKT, ERK y RSK  in  vivo  (179).  Los dos  sustratos de mTORC1 
mejor  conocidos  son  las  proteínas  reguladoras  de  la  traducción  p70S6K  (también 
conocida como S6K1, Ribosomal S6 Kinase 1) y 4EBP1 (Eukaryotic  Initiatior Factor 4E 
(eIF4E)  Binding  Protein  1).  Además  de  su  papel  en  la  activación  de  la  síntesis  de 
proteínas, p70S6K inhibe la vía PI3K‐AKT por inhibición de la expresión de IRS1/2. De 
la misma  forma,  la  inhibición  de mTORC1  activa  la  señalización  de  PI3K‐AKT  (210) 
(figura 13).  
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Figura 13. Vía de señalización PI3K‐AKT‐mTOR. Entre  todas  las proteínas  reguladas por AKT, se 
encuentra mTOR. AKT  fosforila  e  inhibe  a  TSC2,  un  inhibidor  de Rheb,  que  activa  el  complejo 
mTORC1. Este complejo proteíco activa entre otros a la proteína p70S6K, que activa la síntesis de 
proteínas. 
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El complejo mTORC2 está formado por mTOR, LST8 y, en  lugar de RAPTOR, contiene 
dos proteínas, RICTOR (Rapamycin‐Insensitive Companion of mTOR) y mSin1 (también 
conocida como MK1  (MAPK‐Associated Protein 1). La regulación y  funciones de este 
complejo  son  menos  conocidas  que  las  de  mTORC1  aunque,  como  se  comentó 
anteriormente, se ha descrito recientemente que este complejo activa directamente a 
AKT por fosforilación de la S473 (193) (figura 13). 
La sensibilidad a rapamicina de ambos complejos también es diferente, en concreto, 
rapamicina  inhibe  fuertemente  mTORC1  por  inhibición  de  su  actividad  quinasa, 
mientras que mTORC2 se ve afectado por rapamicina solo en determinados contextos 
celulares  y  tras  tratamientos  prolongados,  ya  que  en  este  caso  solo  impide  la 
formación de nuevos complejos mTORC2  (210). Los  inhibidores de PI3K LY294002 y 
wortmanina también son capaces de bloquear la activación de mTOR por AKT (211). 
 
2.2. PAPEL DE LA VÍA PI3K‐AKT‐mTOR EN CÁNCER  
El  interés  sobre  PI3K  en  cáncer  comenzó  a mitad  de  los  años  80,  al  asociarse  la 
actividad  enzimática  de  PI3K  con  la  actividad  transformante  de  oncogenes  virales 
como SRC  (180). En  los últimos años  la vía de  señalización de PI3K  se ha  implicado 
directamente en carcinogénesis, pues esta vía se encuentra desregulada en el 30 % de 
los  tumores humanos esporádicos  (179,212),  lo que hace pensar que  la vía PI3K es 
una  de  las  vías  centrales  para  el  desarrollo  y mantenimiento  del  cáncer  (213).  Su 
activación  aberrante  confiere  a  las  células  un  aumento  de  la  proliferación  y  de  la 
supervivencia celular, así como el mantenimiento del metabolismo en condiciones de 
escasez de factores de crecimiento.  
La  activación  de  esta  vía  de  señalización  en  cáncer  se  puede  producir  por  varios 
mecanismos  diferentes:  amplificaciones  de  los  genes  codificantes  de  los  distintos 
componentes de  la  cascada, mutaciones puntuales  en  los mismos  o  activación  por 
otros oncogenes. En concreto una de  las primeras evidencias de  la desregulación de 
PI3K  en  cáncer  humano  fue  el  descubrimiento  de  la  amplificación  de  genes 
codificantes  para  la  subunidad  catalítica  p110α  de  PI3K  y  para AKT2  en  cáncer  de 
ovario, mama y páncreas (214). Por otra parte, la secuenciación de los exones de  los 
genes de PI3K de tumores humanos reveló  la existencia de mutaciones somáticas en 
el  gen  PIK3CA,  que  codifica  para  la  subunidad  catalítica  p110α  en  el  20‐30 %  de 
tumores gástricos, de mama, colon y cerebro examinados  (215). Las  investigaciones 
sobre las mutaciones más frecuentes de p110α han mostrado que éstas incrementan 
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la actividad de PI3K y conducen  la transformación celular  in vitro e  in vivo (216,217). 
También se han encontrado mutaciones en los genes que codifican para la subunidad 
reguladora p85α en  tumores primarios de colon y ovario  (218), AKT1  (219), AKT2 y 
PDK1 en cáncer de colon (216). Respecto al papel de mTOR, se ha demostrado que la 
tumorogénesis inducida por la hiperactivación de la PI3K‐AKT requiere de mTORC1, ya 
que  su  inhibición  con  rapamicina  bloquea  la  transformación  de  células  tumorales 
(220,221).  Sin  embargo,  su uso no ha dado  los  resultados  esperados  en pacientes, 
probablemente porque este  fármaco no  inhibe el complejo mTORC2, de  forma que 
AKT permanece activa (222‐224) pudiendo activar otros efectores distintos de mTOR. 
A pesar de la sorprendente tasa de mutaciones activadoras de p110α, la pérdida de la 
fosfatasa de  lípidos PTEN  sigue pareciendo el mecanismo de activación de  la vía de 
PI3K más frecuente en canceres humanos  incluidos próstata, mama y cerebro (225). 
De hecho, se piensa que PTEN es el segundo supresor de tumores más comúnmente 
mutado en humanos, tras p53 (179).  
Por último,  la vía de PI3K puede ser activada por Ras y  los  receptores con actividad 
tirosina quinasa, como EGFR, HER2 y PDGFR, que están activados en muchos cánceres 
(217).  Es  frecuente  encontrar  mutaciones  activadoras  de  PIK3CA  junto  con  otras 
alteraciones genéticas que activan  la  vía de PI3K  como  son  la pérdida de PTEN  (en 
mama, endometrio y colon), mutaciones activadoras de Ras (colon) y amplificaciones 
de HER2  (mama)  (226). Aunque  las mutaciones en  la  familia de Ras y  la pérdida de 
PTEN  son  mutuamente  excluyentes  en  algunos  tumores,  en  melanoma  se  han 
encontrado mutaciones simultáneas en RAF y PTEN  (179). Una probable explicación 
es que la activación de la vía de señalización de PI3K por sí sola no es suficiente para la 
transformación  en  muchos  tipos  de  cáncer,  y  para  alcanzar  una  transformación 
maligna completa en esos tejidos debe ser necesaria la activación simultánea de vías 
de transducción no solapantes, como  la vía de MEK o Ral‐GDS (217). En este sentido 
se ha demostrado que la inhibición combinada de PI3K‐mTOR y de MEK es necesaria 
para disminuir la fosforilación de S6 y promover elevados niveles de apoptosis in vivo, 
lo que da lugar a la regresión de distintos tipos de tumores (227‐229). 
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3. VÍA DE NF‐κB 
El factor de transcripción nuclear κB, NF‐κB, se descubrió en 1986 y se definió como 
un  factor  que  se  encontraba  en  el  núcleo  de  las  células  B  unido  al  potenciador 
(enhancer)  del  gen  de  la  cadena  ligera  κ  de  las  inmunoglobulinas  (230).  Estudios 
posteriores  han  demostrado  que  NF‐κB  se  encuentra  de  forma  ubicua  en  el 
citoplasma de  todos  los  tipos  celulares, desde Drosophila hasta  la  especie humana 
(231).  
NF‐κB  es  una  familia  de  factores  de  transcripción  que  regula  la  expresión  de 
numerosos genes,  tanto por  inducción  como por  represión de  su  transcripción. Así, 
tras  recibir  los  estímulos  apropiados,  las  proteínas  NF‐κB  participan  en  un  gran 
número de  respuestas  fisiológicas y patológicas, entre  los que destacan  inmunidad, 
inflamación y desarrollo de diversos tejidos (232). En células de mamíferos, la familia 
NF‐κB está compuesta por 5 proteínas que comparten un dominio de homología REL 
(RHD) de unos 300 aminoácidos junto al extremo N‐terminal (233,234). Este dominio 
contiene  un  sitio  de  unión  a  ADN,  una  región  de  dimerización  y  una  señal  de 
localización nuclear (NLS) (235,236). Estas proteínas pueden subdividirse en dos clases 
en función de sus secuencias C‐terminales (figura 14): 
• Proteínas NF‐κB: NF‐κB1  (también  conocida  como p50)  y NF‐κB2  (también 
conocida  como p52),  cuyos precursores  son p105 y p100,  respectivamente. 
Éstos contienen repeticiones de anquirina en el extremo C‐terminal, que han 
de procesarse para dar  lugar  a  las proteínas p50  y p52,  capaces de  actuar 
como factores de transcripción nucleares (figura 14). 
• Proteínas Rel: p65/RelA  (también conocida como p65 o RelA), RelB y c‐Rel. 
Estas  proteínas  se  caracterizan  por  poseer  un  dominio  de  transactivación 
(TAD)  en  el  extremo  C‐terminal,  el  cuál  es  crucial  para  la  activación  de  la 
transcripción génica (figura 14). 
Las  cinco  proteínas  son  capaces  de  homo‐  y  heterodimerizar,  dando  lugar  a  15 
dímeros diferentes, de  los  cuáles 12  son capaces de unirse al ADN y contribuir a  la 
expresión  génica  (237).  Cada  uno  de  estos  dímeros  tiene  distinto  grado  de 
especificidad por los genes diana, lo que da lugar a un amplio espectro de respuestas 
celulares  diferentes.  Por  ejemplo,  p50  y  p52  pueden  formar  homodímeros  que 
funcionan como represores de la transcripción dependiente de NF‐κB, ya que impiden 
la  formación  de  dímeros  activadores  (238).  De  todos,  los  dímeros  mejor 
caracterizados son p50:p65/RelA y p52:RelB (235).  
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Figura 14. Miembros de  la familia NF‐κB. Representación esquemática de  las estructuras de  los 
distintos miembros de proteínas de  la  familia de NF‐κB. RHD es el dominio de homología Rel, 
característico de esta familia de proteínas y TAD es el dominio de transactivación característico de 
la subfamilia Rel. 
 
 
3.1. REGULACIÓN Y SEÑALIZACIÓN POR LA VÍA DE NF‐κB 
Los complejos NF‐κB se encuentran retenidos en el citoplasma de forma  inactiva. Su 
activación  se  produce  tras  la  llegada  a  la  célula  de  estímulos  de  naturaleza muy 
diversa:  citoquinas  proinflamatorias,  factores  de  crecimiento,  agentes  que  causan 
daño en el ADN, proteínas virales, etc.  (239). Estos estímulos activan diferentes vías 
de transducción de señales, que a su vez iniciarán la activación de NF‐κB. Debido a la 
existencia de numerosos estímulos y vías de señalización capaces de activar la vía de 
NF‐κB,  así  como  los  diferentes  dímeros  NF‐κB,  se  explica  el  rango  tan  amplio  de 
respuestas  producido  por  NF‐κB.  De  todos,  el  activador  de  NF‐κB  más  potente 
posiblemente es la citoquina TNFα (Tumor Necrosis Factor α) (231). 
La  activación  completa  de  NF‐κB  comprende  varios  pasos:  la  liberación  de  los 
complejos NF‐κB,  su  translocación  al  núcleo, modificaciones  post‐transduccionales, 
formación del complejo transcripcional y unión al ADN.  
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Liberación de los complejos NF‐κB 
Existen dos vías principales de liberación de NF‐κB (figura 15):  
• Vía  canónica  o  clásica:  Es  la  vía de  activación de NF‐κB más  frecuente.  Se 
activa  en  respuesta  a  TNFα,  IL‐1  (InterLeukin‐1),  y  otros muchos  estímulos 
(235). 
En  células  sin  estimulación,  las  subunidades p50  y p65/RelA  se  encuentran 
retenidas  en  el  citoplasma  por  unión  a  las  proteínas  IκBs  (Inhibitor  of  κB) 
(235). Las proteínas IκBs (IκBα, IκBβ e IκBε) poseen un dominio de repetición 
de  anquirina  que  al  unirse  a NF‐κB  oculta  la  señal  de  localización  nuclear 
(NLS)  de  la  subunidad  p65/RelA,  impidiendo  su  translocación  al  núcleo.  A 
pesar  de  que  el  enmascaramiento  que  produce  IκBα  es  parcial  y  los 
complejos NF‐κB‐IκBα pueden pasar al núcleo en ausencia de estimulación, 
IκBα  tiene  una  señal  de  exportación  nuclear  (NES)  que  causa  un  rápido 
retorno al citoplasma e impide la unión de NF‐κB al ADN (235). 
La liberación de NF‐κB comienza con la activación del complejo de proteínas 
IKK  (IκB  Kinase),  compuesto  por  las  subunidades  catalíticas  IKKα  e  IKKβ 
(también  conocidas  como  IKK1  e  IKK2),  y  la  subunidad  reguladora  IKKγ  o 
NEMO (NF‐κB Essential MOdulator). El complejo activo fosforila a IκBα en los 
residuos  S32  y  S36,  y  como  consecuencia  se  produce  su  ubiquitinación  y 
degradación  por  el  proteasoma  26S  (240).  Así,  los  heterodímeros 
p50:p65/RelA quedan  libres y  se produce  su  rápida  translocación al núcleo. 
De las dos subunidades catalíticas, se ha demostrado mediante experimentos 
genéticos  que  IKKβ  es  la  quinasa  predominante  de  IκB  en  la  vía  canónica 
(241,242). Además estudios de delección de  las proteínas  IKK han  revelado 
que  IKKβ es necesaria para  la activación de NF‐κB por TNFα y otros agentes 
(231). 
• Vía no canónica o alternativa: En este caso,  la subunidad RelB está retenida 
en el citoplasma por el precursor p100. Un estímulo apropiado, por ejemplo 
Cd40, LPS, etc., activa  la quinasa NIK  (NF‐κB‐Inducting Kinase), que a su vez 
activa a IKKα (242,243) . Ésta fosforila a p100, dando lugar a la formación de 
p52 por ubiquitinación y degradación parcial de p100 por el proteosoma 26S. 
Así, el heterodímero activo p52:RelB queda libre y se transloca al núcleo para 
modular  la expresión  génica.  Sin embargo,  la  formación de p50 a partir de 
p105  parece  independiente  de  esta  vía,  ya  que  p50  se  genera  durante  la 
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traducción  del mRNA,  como  consecuencia  de  la  proteólisis  del  polipéptido 
p105 naciente por el proteasoma 26S (244). 
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Figura 15. Principales vías de activación de NF‐κB. En la vía canónica, las proteínas IKKs fosforilan 
a  IκB,  lo que  induce  su degradación, dejando  libre el complejo p50:p65/RelA  (NF‐κB). En  la vía 
alternativa,  la proteína  IKKα activa fosforila a p100 dando  lugar a p52, tras ser procesada por el 
proteasoma, quedando libre el complejo p52:RelB. Una vez libres ambos complejos, p50:p65/RelA 
y p52:RelB, se translocan al núcleo donde se unen a secuencias ‐κB de sus genes diana. 
 
Modificaciones post‐traduccionales 
Sin  embargo,  además  de  la  translocación  nuclear,  para  que  NF‐κB  produzca  una 
máxima  respuesta  transcripcional  debe  sufrir  una  serie  de  modificaciones,  como 
fosforilaciones y acetilaciones, que son las que determinan la fuerza y la duración de 
la  respuesta  de  NF‐κB.  Estas  modificaciones  determinan  su  localización  y  sus 
propiedades  de oligomerización  con  coactivadores o  correpresores, que  regulan  su 
unión  al  ADN  (245).  Las  modificaciones  post‐tranduccionales  más  ampliamente 
estudiadas son para p65/RelA (246). 
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La regulación por fosforilación de RelA se produce por quinasas tanto citosólicas como 
nucleares que fosforilan residuos del dominio de homología Rel (RHD) y del dominio 
de transactivación (TAD) (figura 16). Entre los residuos fosforilables caben destacar: la 
S276 fosforilada por PKA (Protein Kinase A) en el citoplasma y por MSK1 (Mitogen and 
Stress‐ activated Kinase‐1) en el núcleo, la S311 por PKC, la S468 por IKKβ, IKKε y GSK‐
3β, la S529 fosforilada por CK2 (Casein Kinase II) y la S536 por las IKKs (en el caso de 
IKKβ es dependiente de PI3K), NAK (NF‐κB Activating Kinase) y RSK (246). Todas estas 
fosforilaciones  estimulan  la  actividad  transcripcional  de  NF‐κB.  Por  ejemplo,  en 
células que carecen de GSK‐3β o de NAK, o que han sido tratadas con inhibidores de 
PI3K, el nivel de transactivación de NF‐κB se ve reducido, a pesar de que su liberación 
de IκB y su translocación al núcleo se producen de forma normal (247). Sin embargo, 
también existen modificaciones  represoras de  la actividad  transcripcional de NF‐κB. 
Por ejemplo,  la  fosforilación de  la T505 por CHK1  inhibe  la  transactivación de RelA 
(245). 
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Figura 16. Sitios de fosforilación de p65/RelA y sus quinasas. Sobre  la estructura de  la proteína 
p65/RelA se  indican  los residuos más  importantes para su regulación por fosforilación, así como 
las quinasas que los fosforilan. 
 
Por  otra  parte,  se  ha  observado  que  la  acetilación  de  p65/RelA  es  también muy 
importante  en  la  regulación  de  la  función  nuclear  de  NF‐κB.  A  diferencia  de  la 
fosforilación, el proceso de acetilación parece estar restringido al núcleo y determina 
la  intensidad  y  la  duración  de  la  respuesta  de NF‐κB,  ya  que  potencia  la  unión  de 
p65/RelA al ADN y previene su unión a IκB, lo que disminuye su salida al citosol y por 
lo tanto sostiene la respuesta durante más tiempo (248,249). 
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Formación de multicomplejos transcripcionales y unión al ADN. 
Las  modificaciones  por  fosforilación  y  acetilación  pueden  modular  la  unión  de 
p65/RelA a coactivadores y cofactores de  la maquinaria  transcripcional. Un ejemplo 
de ello son los coactivadores p300 y CBP (250,251), que acetilan a p65/RelA en varios 
residuos  (246,247,250,251)  y  cuya  interacción  con ella da  lugar a un  complejo más 
efectivo  para  desplazar  el  complejo  represor  de  la  transcripción  desacetilador  de 
histonas (HDAC‐Histonedeacetylase) (252,253).  
Una vez en el núcleo, y tras estas modificaciones se produce la unión de las diferentes 
subunidades  NF‐κB  a  secuencias  κB  del  ADN,  las  cuales  contienen  una  o  más 
secuencias  consenso  de  10  pares  de  bases  (5’‐GGGRNYYYYCC‐3’),  donde  R  es  una 
purina, Y es una pirimidina y N es cualquier nucleótido, y regulan  la transcripción de 
numerosos genes. Las subunidades NF‐κB  tienen distinta afinidad por  las diferentes 
secuencias  κB,  lo  que  genera  una  fina  regulación  de  todos  los  genes  cuya 
transcripción depende de NF‐κB.  
 
Vías de señalización que activan NF‐κB 
Se han descrito una gran  cantidad de  inductores e  interacciones  con proteínas que 
afectan a la regulación con la vía de NF‐κB (254); sin embargo, como se ha comentado 
anteriormente, los reguladores de la actividad de NF‐κB mejor conocidos son aquellos 
que  actúan  a  través  de  la  vía  canónica,  a  partir  de  los  receptores  de  la  familia  de 
TNFα,  receptores similares a Toll  (TLRs) y el  receptor de  IL‐1. Además, otras vías de 
transducción de señales también están implicadas en su activación. Por ejemplo, se ha 
demostrado  que  la  fosforilación  de  la  S276  de  p65/RelA  por  la  proteína  MSK1 
depende a su vez de la actividad de proteínas MAPK como ERK o p38 MAPK (255). El 
papel de  la proteína p38 MAPK  sobre  la activación de NF‐κB  se ha demostrado en 
distintos sistemas celulares, donde se ha observado que coopera en  la expresión de 
citoquinas activadas por TNFα (256). Además, promueve la diferenciación de miocitos 
a  través  del  aumento  de  la  actividad  de  NF‐κB  de  una  manera  dual,  primero 
reduciendo  los niveles de  IκBα y promoviendo  la unión de NF‐κB al ADN, y segundo 
potenciando  la  actividad  transactivadora  de  p65/RelA  (257).  Por  otro  lado,  se  ha 
demostrado  que  la  inhibición  de  p38  MAPK  por  glucocorticoides,  a  través  de  la 
inducción de  la fosfatasa dual de MAPKs 1 (MKP‐1/DUSP1)  la cual  inhibe  la actividad 
de las IKKs, inhibe la actividad de NF‐κB(258). En cuanto a otras vías de señalización, 
se ha demostrado la activación de NF‐κB por proteínas de la familia de Rho y por sus 
proteínas  GEFs  (259‐262).  También  se  ha  observado  que  la  sobreexpresión  de  la 
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proteína AKT o de  la  subunidad  catalítica p110 de  la PI3K  induce  la  transactivación 
mediada por  la subunidad p65/RelA  (263) y que  la proteína AKT regula  la activación 
de NF‐κB posiblemente por la fosforilación de IKK o la fosforilación de IκBα (201,264). 
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Figura 17. Vías de  señalización que  regulan a NF‐κB. En  la  figura  se  indican algunas proteínas 
capaces de regular la vía de NF‐κB, así como el componente de la misma sobre el que actúan. 
 
 
Como  regulador negativo,  se ha demostrado que RKIP, no  solo  inhibe  las proteínas 
RAF, sino que también interactúa con distintos componentes de la vía de señalización 
de NF‐κB  como  TRAF6,  TAK1  e  IKKα/β,  inhibiendo  la  activación  de  este  factor  de 
transcripción  (112,113).  Por  ultimo,  también  se  ha  observado,  que  agentes  que 
producen  daño  en  el  ADN,  tales  como  radiaciones  UV  y  doxorrubicina  inducen  la 
degradación de  IκB de una forma  independiente de  IKK y aumentan  la transcripción 
mediada por los dímeros p50:p65/RelA (265) (figura 17). 
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3.2. PARTICIPACIÓN DE LA VÍA DE NF‐κB EN CÁNCER 
NF‐κB  regula  la  transcripción de unos  200  genes  (231,254).  Entre  ellos  se  incluyen 
genes  de  proteínas  que  controlan  la  apoptosis,  la  adhesión,  la  proliferación, 
respuestas  del  sistema  inmune,  la  inflamación,  respuestas  al  estrés  celular  y  el 
remodelado  tisular  (235,241,242,266,267).  La  expresión  de  estos  genes  está 
finamente  coordinada  por  otras  vías  de  señalización,  por  tanto,  el  resultado  de  la 
activación de NF‐κB depende de  la naturaleza y el contexto celular de su  inducción. 
Así, mientras NF‐κB es necesario para una función apropiada del sistema inmune, una 
activación  inapropiada  puede  contribuir  en  patologías  como  inflamación  y 
carcinogénesis.  
Aunque  no  se  han  encontrado  mutaciones  activadoras  en  ninguno  de  los 
componentes de  la  vía de  señalización de NF‐κB  en  cáncer,  si  se ha observado un 
aumento de la actividad de la vía en melanomas (268), cáncer de mama (269), pulmón 
(270), colon (271), páncreas (272), mielomas (273), linfomas (274) y distintos tipos de 
leucemias (231,275). La presencia de NF‐κB activo en cáncer da  lugar a  la alteración 
de distintos procesos como proliferación, apoptosis, migración y angiogénesis  (276). 
La supresión de NF‐κB en distintos tipos de células tumorales inhibe la proliferación y 
da  lugar  a  apoptosis  (277).  La  inhibición  del  crecimiento  de  células  tumorales  por 
inhibición de NF‐κB se ha observado en pulmón, melanoma, etc. (268‐270). Además, 
mediante estudios genéticos en ratones, se ha demostrado que la eliminación de IKKβ 
disminuye  la  progresión  de  cáncer  de  colon  y mielomas  (278)  y  que  el  cáncer  de 
mama  inducido  por  HER2  requiere  de  IKKα,  ya  que  su  eliminación  retarda  el 
crecimiento de estos tumores (279). 
Este factor de transcripción participa en carcinogénesis porque entre sus genes diana 
se  encuentran  los  miembros  del  ciclo  celular  ciclina  D1,  ciclina  E,  CDK2  y  el 
protooncogen c‐myc  (267) y se ha visto que  la supresión de NF‐κB en determinadas 
células  tumorales  causa  parada  de  dicho  ciclo.  Además,  se  ha  observado  que  en 
fibroblastos  transformados  por  Ras  o  RAF  oncogénicos  hay  un  aumento  de  la 
expresión de genes inducidos por NF‐κB, mediado por un aumento de la degradación 
de la proteína IκBα (131). 
Por otra parte, el papel principal de NF‐κB en el desarrollo del cáncer parece ser su 
función antiapoptótica. NF‐κB participa también en  la  regulación de  la expresión de 
una  variedad  de  proteínas  que  inhiben  la  apoptosis  y  promueven  la  supervivencia 
como  c‐IAP‐1,  c‐IAP‐2, XIAP, miembros antiapoptóticos de  la  familia de Bcl‐2,  como 
Bcl‐XL, y c‐FLIP (276). Además, también se ha demostrado que NF‐κB antagoniza con 
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el efecto proapoptótico de  los  receptores de muerte a  través de  la  inhibición de  la 
actividad de  la  cascada de  JNKs  y  la  actividad de  las  especies  reactivas de oxígeno 
(ROS, Reactive Oxygen Species) (280). Así, en numerosas líneas celulares tumorales se 
ha  demostrado  que  la  resistencia  a  la  apoptosis  se  debe  a  una  aumento  de  la 
actividad  de  NF‐κB,  ya  que  cuando  ésta  se  inhibe,  se  produce  un  aumento  de  la 
muerte celular (281‐285).  
Por último, NF‐κB no solo está implicado en la iniciación del cáncer, ya que también se 
ha  observado  que  su  activación  puede  mediar  la  invasión  celular  y  promover 
metastasis.  NF‐κB  induce  la  transición  epitelio‐mesenquima  (EMT)  a  través  de  la 
regulación de  la  transcripción de  E‐cadherina,  las metaloproteasas MMP2  y MMP9 
(Matrix Metalloproteinase 9) y las moléculas de adhesión ICAM‐1, VCAM‐1 y ELAM‐1 
(269,286). También puede inducir angiogénesis, a través de la regulación del factor de 
crecimiento  de  células  endoteliales  (VEGF)  y  otros  reguladores  angiogénicos  como 
CXCL1, 8 e  IL‐8  (286). Además,  recientemente se ha observado una  relación directa 
entre  la  activación  de  NF‐κB  y  el  potencial  metastático  de  las  células  tumorales 
prostáticas, a través de la inhibición del gen supresor de metástasis Maspin (287).  
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Figura 18. Genes regulados por NF‐κB que pueden participar en el proceso de carcinogénesis. En 
la figura se indican algunos de los genes regulados por NF‐κB y los procesos celulares en los que 
participan. 
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HIPÓTESIS 
Durante  el  desarrollo  de  un  tumor  es  necesaria  la  adquisición  de  un  crecimiento 
celular  descontrolado  y  para  ello  es  clave  la  desregulación  de  la  proliferación  y  la 
supervivencia  celular, entre otros procesos. Así,  las  células  tumorales experimentan 
un aumento en  la  tasa de proliferación y son capaces de evadir  los mecanismos de 
muerte celular.  
Numerosos  estudios  publicados  hasta  la  fecha  han  demostrado  que  B‐RAF  es  un 
protooncogén  en  diferentes  tipos  de  cáncer.  La  proteína  oncogénica  V600EB‐RAF  se 
encuentra presente en un alto porcentaje de  tumores.  Las  células que poseen esta 
mutación  presentan  una  mayor  proliferación  y  resistencia  a  morir  por  apoptosis, 
presumiblemente por la activación constitutiva de la vía MEK‐ERK. Sin embargo, no se 
conoce  porqué  algunos  de  los  efectos  producidos  por  la mutación  V600EB‐RAF  son 
distintos  a  los  causados por otras  alteraciones  genéticas  relacionadas  con  la  vía de 
ERK.  Así,  los  eventos  moleculares  y  las  vías  de  señalización,  implicadas  en  la 
progresión,  agresividad  y  recurrencia  de  tumores  mediados  por  V600EB‐RAF  no  se 
conocen en detalle todavía. 
Por ello, nos planteamos el estudio de la identificación de nuevos mecanismos por los 
que la proteína V600EB‐RAF contribuye al proceso de carcinogénesis, como su relación 
con las vías de señalización de PI3K‐AKT y NF‐κB, también implicadas en la progresión 
tumoral, a través de las cuales podría llevarlos a cabo.  
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OBJETIVOS  
Por  todo ello, y  teniendo en cuenta  los antecedentes expuestos en  la  introducción, 
nos planteamos los siguientes objetivos: 
 
1.  Estudiar  la  participación  de  B‐RAF  y  C‐RAF  en  la  proliferación  de  células 
tumorales que poseen la proteína B‐RAF silvestre u oncogénica.  
 
2.  Analizar  el  papel  de  las  proteínas  B‐RAF  y  C‐RAF  en  la  supervivencia  de 
células  tumorales  e  identificar  los mecanismos  a  través  de  los  cuales  estas 
proteínas regulan dicho proceso. 
 
3. Determinar el efecto de los cambios en la expresión y la actividad de B‐RAF 
sobre la vía PI3K‐AKT y su posible relación con la apoptosis. 
 
4. Estudiar el efecto de la alteración en los niveles de actividad y expresión de 
B‐RAF  sobre  la  actividad de NF‐κB  y  los mecanismos  y  rutas de  señalización 
implicados. 
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1. MATERIALES 
1.1. Reactivos 
Cultivos celulares 
‐  Los  medios  de  cultivo,  el  suero  fetal  bobino  (FBS),  el  piruvato  sódico,  los 
aminoácidos no esenciales,  los antibióticos, el PBS y  la solución de Tripsina‐EDTA se 
obtuvieron de Gibco‐Invitrogen.  
‐  Los  frascos  y  placas  de  cultivo  de  plástico  esterilizadas  fueron  de  dos  marcas 
comerciales: NuncTM Brad Products y Falcon Becton Dickinson Labware. 
Transfecciones transitorias 
‐ La LipofectaminaTM se obtuvo de Invitrogen.  
‐ Los oligonucléotidos utilizados en los experimentos de ARN de interferencia (siRNA) 
fueron suministrados por Ambion (Applera Hispania). 
‐ El medio Optimem de Gibco‐Invitrogen. 
Western Blot 
‐ La acrilamida, el reactivo de Bradford,  los marcadores de peso molecular y el resto 
de reactivos necesarios para la electroforesis de proteínas se adquirieron de Bio‐Rad.  
‐ Las membranas de PVDF, el sistema ECL y las películas fotográficas Hyperfilm fueron 
proporcionadas por GE Healthcare. 
Proliferación celular 
‐ El azul de Tripan se obtuvo de SIGMA. 
‐ La [3H]‐timidina utilizada fue proporcionada por Amersham.  
‐ El líquido de centelleo Optiphase Hisafe 3 se obtuvo de Perkin Elmer. 
Citometría de flujo 
‐ El ioduro de propidio y la ribonucleasa A se obtuvieron de Sigma.  
‐  El  kit  para  determinar  la  exposición  de  fosfatidil  serina  Anexin  V‐FITC  Apoptosis 
Detection Kit fue suministrado por Calbiochem (Merck Biosciences). 
‐ La sonda tetrametilrodaminmetilester perclorato (TMRM) se obtuvo de SIGMA. 
Actividad transcripcional 
‐  El  kit  para  la  determinación  de  la  actividad  luciferasa  Dual‐Luciferase®  Reproter 
Assay System, se obtuvo de Promega.  
Atividad quinasa 
‐ La proteína G‐Sefarosa se obtuvo de GE Healthcare.  
‐ La GST‐MEK1 y GST‐ERK2 se purificaron como se describe en el apartado 8.1.   
‐ La MBP (Myelin Basic Protein) se obtuvo de SIGMA. 
‐ El 32P‐ATP se obtuvo de Perkin Elmer. 
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Otros reactivos 
‐  Los  inhibidores  de  proteasas  y  fosfatasas  benzamidina,  pepstatina,  leupeptina, 
aprotinina, PMSF, NaF, Na3VO4 se obtuvieron de SIGMA.  
‐ El  resto de  los  reactivos y productos utilizados  (sales, solventes orgánicos, bases y 
ácidos  inorgánicos,  detergentes,  etc.)  fueron  de  la máxima  pureza  disponible  y  se 
obtuvieron de distintas casas comerciales (Merck, SIGMA, Roche, Panreac, Bio‐Rad). 
 
1.2. Plásmidos 
• Los  plásmidos  pEF  que  contienen  el  gen  que  codifica  para  la  forma 
oncogénica V600E de B‐RAF unida al epítopo myc  (V600EB‐RAF) así  como  los 
otros mutantes,  G464VB‐RAF,  G466VB‐RAF  y  L597VB‐RAF  fueron  generosamente 
donados por el Dr. Richard Marais (ICR, Londres, Reino Unido).  
• El plásmido pGL3 que  contiene el gen  reportero de  luciferasa 3x NF‐κB‐Tk‐
Luc,  fue  cedido  amablemente  por  la  Dra.  Marina  Lasa  (Instituto  de 
Investigaciones Biomédicas (IIB), CSIC‐UAM, Madrid). 
•  El  plásmido  que  contiene  el  gen  reportero  de  renilla,  pRL‐TK‐Renilla,  fue 
generosamente donado por la Dra. Marina Lasa (IIB, CSIC‐UAM, Madrid). 
• El plásmido que contiene el dominio de unión al DNA de Gal4, fusionado a la 
secuencia codificante de  la proteína p65/RelA humana completa  (p65‐Gal4) 
fue  obtenido  de  la  colección  de  plásmidos  BCCM/LMBP  (Universiteit Gent, 
Gante, Bélgica).  
• El plásmido pGL3 que  contiene el gen  reportero de  luciferasa Gal4‐Luc y  la 
sonda para el ensayo de retardo en gel  fueron amablemente cedidos por  la 
Dra. Marina Lasa (IIB, CSIC‐UAM, Madrid). 
• El plásmido pcDNA3 que contienen el gen de la proteína RKIP unida al epítopo 
de hemaglutinina (HA) (pcDNA3‐HA‐RKIP) fue una donación del Dr. W. Kolch 
(University of Glasgow, Reino Unido).  
• El plásmido pcDNA3 que contiene el gen de MSK1 sin actividad quinasa por 
una  mutación  de  un  ácido  aspártico  por  una  alanina  en  el  codón  565 
(MSK1kd),  unido  al  epítopo  Flag,  fue  generosamente  donado  por  el Dr. D. 
Alessi (University of Dundee, Reino Unido). 
• Los plásmidos pGEX‐MEK1 y pGEX‐ERK2, que codifican para  las proteínas de 
fusión GST‐MEK1 y GST‐ERK2 respectivamente, fueron cedidos amablemente 
por el Dr. Richard Marais (ICR, Londres, Reino Unido). 
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1.3. Compuestos inhibidores y  activadores 
En la Tabla 1 se especifican los diferentes tratamientos con compuestos activadores o 
inhibidores  utilizados  en  este  estudio,  así  como  la  concentración  final  a  la  que  se 
usaron, la casa comercial que los suministró y las dianas moleculares de los mismos.  
 
Tabla 1. Compuestos utilizados 
Compuesto 
Concentración        
de uso 
Casa comercial  Diana molecular 
U0126  10 µM  Promega  MEK 
BAY 43‐9006  10 µM  Cedido (*)  RAF, VEGFR 
Z‐VAD‐FMK  40 µM  BD Biosciences  Caspasas 
Etopósido  50 µM  SIGMA  Topoisomerasa II 
LY294002  20 µM  Stressgen  PI3K 
Wortmanina  1 µM  SIGMA  PI3K 
ALX (**)  30 µM  Alexis  AKT 
Rapamicina  50 nM  Calbiochem  mTOR 
Cicloheximida  5 µg/mL  SIGMA  Peptidil transferasa 
del ribosoma 60S 
TNFα  2 nM  Peprotech  TNFR 
Geldanamicina  1 µM  Stressgen  Hsp90 
 
Notas:  * El  inhibidor BAY 43‐9006  fue cedido por el Dr. Richard Marais  (Institute of Cancer Research 
(ICR), Londres, Reino Unido). 
**  El  nombre  completo  del  inhibidor  de AKT  es  1L‐6‐Hydroxymethyl‐chiro‐inositol‐2‐[(R)‐2‐O‐
methyl‐3‐O‐octadecylcarbonate y para abreviar en este trabajo lo llamamos ALX. 
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1.4. Anticuerpos 
La detección de las proteínas se realizó mediante el uso de los anticuerpos primarios 
específicos  que  se  detallan  en  la  tabla  2  y  los  anticuerpos  secundarios  anti‐ratón 
(SIGMA)  y  anti‐conejo  (Dako  Citomation)  conjugados  con  peroxidasa  (HRP,  Horse 
Radish Peroxidase), a una concentración 1:10000 y 1:5000 respectivamente. 
Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados 
Anticuerpo  Casa comercial  Concentración 
Peso Molecular 
(kDa) 
Especie 
p‐ERK  SIGMA  1:2500  44/42  Ratón 
ERK‐2  Santa Cruz  1:1000  44/42  Ratón 
B‐RAF  Santa Cruz  1:500  89  Ratón 
C‐RAF  BD Transduction  1:1000  74  Ratón 
Caspasa 3  BD Transduction  1:1000  32   Ratón 
β‐tubulina  SIGMA  1:5000  55  Ratón 
Bcl‐2   Santa Cruz  1:500  29  Ratón 
Bcl‐XL  Santa Cruz   1:500  30  Conejo 
BIM/BOD 
Stressgen (Assay 
Designs) 
1:500  23   Conejo 
p‐AKT   Cell Signaling  1:500  60  Conejo 
AKT total  Santa Cruz   1:1000  60  Conejo 
p‐p70S6K  Santa Cruz   1:1000  70  Conejo 
myc (9E10)  Cedido (***)  1:200  Proteína interés  Ratón 
Flag  SIGMA  1:1000  Proteína interés  Ratón 
IκBα  Santa Cruz   1:500  35  Conejo 
p65/RelA  Santa Cruz   1:1000  65  Conejo 
PARP  BD Pharmigen  1:250  116  Conejo 
 
 
Nota:   *** El anticuerpo para myc (9E10) fue obtenido a partir de un hibridoma y fue cedido por el Dr. 
Richard Marais (ICR, Londres, Reino Unido). 
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2. CULTIVOS CELULARES 
2.1. Líneas celulares  
Para  llevar  a  cabo  este  trabajo  se utilizaron  cuatro  líneas  celulares procedentes de 
distintos tipos de tumores humanos:  
• Línea  celular  WRO,  que  procede  de  un  tumor  folicular  tiroideo  (FTC)  y 
contiene  la  proteína  B‐RAF  silvestre.  Fue  cedida  por  el  Dr.  Alfredo  Fusco 
(Università degli Studi di Napoli "Federico II", Napoles, Italia). 
• Línea celular KAT‐18, que procede de un carcinoma anáplasico tiroideo (ATC), 
y contiene  la proteína B‐RAF silvestre. Fue cedida por el Dr. Kenneth B. Ain 
(University of Kentucky Medical Center, Kentucky, USA). 
• Línea  celular  NPA,  previamente  descrita  como  células  tumorales  papilares 
tiroideas  (PTC),  que  una  vez  analizadas  genéticamente  han  resultado  ser 
células  derivadas  de melanoma  y  contienen  la  proteína  oncogénica  V600EB‐
RAF.  Fue  cedida  por  el  Dr.  Alfredo  Fusco  (Università  degli  Studi  di  Napoli 
"Federico II", Napoles, Italia). 
• Línea  celular ARO,  descrita  anteriormente  como  células  tumorales  tirodeas 
anaplásicas  (ATC)  y  actualmente  identificadas  como  células  derivadas  de 
cáncer de colon, que contienen la proteína oncogénica V600EB‐RAF. Fue cedida 
por la Dra. Pilar Santisteban (IIB‐CSIC, Madrid). 
2.2. Condiciones de cultivo  
Las  líneas WRO  y NPA  se  cultivaron  en medio DMEM  (Dulbecco’s Modified  Eagle’s 
Medium), mientras que  las  líneas KAT‐18 y ARO se cultivaron en medio RPMI‐1640. 
Ambos medios de cultivo suplementados con 10 % de suero fetal bovino (FBS), 1 mM 
piruvato sódico y 1 % de antibióticos (Penicilina, Estreptomicina, Fungizona). Al medio 
RPMI‐1640 además se  le añadió el 1 % de aminoácidos no esenciales. Los cultivos se 
mantuvieron en frascos de 75 cm2 a 37 ºC, con atmósfera húmeda y 5 % de CO2, en un 
incubador Forma Scientific. 
La división de  los cultivos se realizó cada 3 ó 4 días. Tras alcanzar  la confluencia,  las 
células se lavaron con PBS y se despegaron de los frascos de mantenimiento mediante 
la incubación a 37 ºC con una solución de tripsina‐EDTA (0,5 g/L de tripsina y 0,2 g/L 
de EDTA en PBS) durante menos de 5 minutos, según la línea. La tripsina existente en 
la  suspensión  celular  se  neutralizó  con medio  completo  (10 %  FBS).  Las  células  se 
contaron utilizando un hemocitómetro y un microscopio de contraste de  fases Leica 
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DMIL. Para su mantenimiento las células se sembraron en nuevos frascos de cultivo a 
una densidad aproximada de entre 700 y 1200 células/cm2, según la línea celular. Para 
los distintos experimentos las células se sembraron en placas de 6, 12, o 24 pocillos o 
en  placas  p100,  aproximadamente  16  horas  antes  de  comenzar  el  tratamiento 
correspondiente. La densidad de células sembradas y el tiempo de cada tratamiento 
dependieron del experimento que se fuera a realizar y se especifican posteriormente 
en cada tipo de ensayo. 
 
3. TRANSFECCIONES TRANSITORIAS 
Las  transfecciones  se  realizaron  utilizando  medio  Optimem,  libre  de  suero  y 
antibióticos,  y  como  vehículo  de  transfección  Lipofectamina.  Para  las  distintas 
transfecciones se sembraron 200000 células en placas de 6 pocillos el día previo a  la 
transfección. 
3.1. Transfección de ARN pequeños de interferencia (siRNA). 
Mediante  esta  técnica  se  inhibió  específicamente  la  expresión  de  determinadas 
proteínas.  Las  células  se  transfectaron  con ARN de doble  cadena  (siRNA) específico 
para cada proteína que se quiere silenciar. Las secuencias utilizadas son:  
• B‐RAF: 5’‐CAGUCUACAAGGGAAAGUGtt‐3’ y su complementaria.  
• C‐RAF: 5’‐UAGUUCAGCAGUUUGGCUAtt‐3’ y su complementaria.  
• Control de la transfección, SC (scrambled): se utilizó un oligo con la secuencia 
de B‐RAF desordenada y su complementaria.  
Para ello, se diluyeron 100 pmoles de siRNA en Optimem hasta un volumen final de 
100 µL y por otro lado se llevaron 4 µL de Lipofectamina hasta un volumen de 100 µL 
en el mismo medio. A continuación se mezclaron ambas soluciones y se incubaron 20 
minutos a temperatura ambiente. Durante este tiempo las células se lavaron 2 veces 
con PBS, el medio de cultivo de las células se reemplazó por 800 µL de Optimem y se 
añadieron a este medio los 200 µL de la mezcla de siRNA y Lipofectamina. Las células 
se incubaron a 37 ºC con 5 % de CO2 durante 6 horas. Pasado este tiempo se retiró el 
medio de la transfección y las células se incubaron en medio de cultivo durante 72 ó 
96 horas,  según  el  experimento.  Transcurrido  ese  tiempo,  se  realizaron  los  análisis 
correspondientes  a  cada  experimento.  Como  control  de  silenciamiento,  en  cada 
experimento se analizaron los niveles de expresión de la proteína diana. 
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3.2. Transfección de vectores de expresión. 
Mediante esta técnica se sobreexpresaron en las células diversas proteínas exógenas 
de  interés  en  este  estudio.Para  homogeneizar  la  cantidad  de ADN  transfectado  en 
caso  de  transfectar  diferente  número  de  plásmidos,  en  todas  las  transfecciones  se 
transfectó 1 µg total de ADN, compuesto por 200 ng de cada plásmido codificante y el 
plásmido vacio que no codifica para ninguna proteína hasta completar dicha cantidad. 
Para ello se preparó  la mezcla de ADN plasmídico en 16 µL de PBS. Por otro  lado, se 
llevaron 4 µL de Lipofectamina hasta 16 µL de PBS. Ambas soluciones se mezclaron y 
se  incubaron 20 minutos a temperatura ambiente. Durante ese tiempo se cambió el 
medio de cultivo de las células y se dejaron en 1 mL de Optimem. Transcurridos los 20 
minutos de incubación, se añadieron los 32 µL de la mezcla de ADN y Lipofectamina a 
las células y se incubaron durante 6 horas a 37 ºC. Pasado ese tiempo se reemplazó el 
medio de transfección por medio de cultivo completo. El efecto de la sobreexpresión 
se analizó a las 48 o 72 horas post‐transfección, según el experimento. 
 
4. ANÁLISIS DE LOS NIVELES DE PROTEÍNAS POR WESTERN BLOT 
Para el análisis de  la expresión de proteínas, así como para determinar el estado de 
fosforilación y activación de algunas de ellas, se utilizó la técnica de Western Blot.  
4.1. Obtención de extractos celulares totales. 
Una vez terminados los tratamientos correspondientes, las células se lavaron 2 veces 
con PBS  frío  y  se mantuvieron en hielo durante  todo el proceso de extracción.  Los 
extractos de proteínas procedentes de cada pocillo se obtuvieron mediante la adición 
de  tampón  de  extracción  y  dilución  en  proporción  1:4.  La  composición  de  dichos 
tampones es la siguiente: 
• Tampón  de  extracción:  20 mM  Tris HCl  pH  7.5,  1 mM  EDTA,  5 %  (v/v)  de 
glicerol, 1,5 M KCl, 1 %  (v/v) Tritón X‐100, 0,3 %  (v/v)  β‐mercaptoetanol, 5 
mM NaF, 0,2 mM Na3VO4, 50 µM fenil‐metil‐sulfonil  fluoruro (PMSF), 1 mM 
benzamidina, 5 µg/ml leupeptina, 5 µg/ml pepstatina A y 5 µg/ml aprotinina. 
• Tampón de dilución: 20 mM Tris HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 10 % (v/v) glicerol, 1 
% (v/v) Tritón X‐100, 0,3 % β‐mercaptoetanol, 5 mM NaF, 0,2 mM Na3VO4, 50 
µM PMSF, 1 mM benzamidina, 5 µg/ml leupeptina, 5 µg/ml pepstatina A y 5 
µg/ml aprotinina.  
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Los  experimentos  se  realizaron  generalmente  en  placas  de  6  pocillos  a  los  que  se 
añadieron 40 µl de  tampón de extracción; posteriormente, se  levantaron  las células 
con  la  ayuda  de  un  raspador  de  plástico  y  a  continuación  se  añadieron  160  µl  de 
tampón de dilución  a dichos extractos  celulares. Éstos  se  incubaron 10 minutos en 
hielo y se centrifugaron a 16000 x g (Centrifuga 5415R Eppendorf) durante 5 minutos 
a 4 ºC. El sobrenadante se paso a otro tubo y se guardó a ‐80 ºC hasta su utilización.  
4.2. Obtención de extractos de proteínas nucleares. 
Una vez  incubadas con  los distintos  tratamientos,  las células se  lavaron 2 veces con 
PBS  frío  y  se  mantuvieron  en  hielo  durante  todo  el  proceso  de  extracción.  Los 
extractos de proteínas nucleares procedentes de cada pocillo se obtuvieron mediante 
la adición de 50 µl de  tampón A  y posterior  raspado  con una espátula de plástico. 
Después de incubar los extractos 10 minutos en hielo, se añadieron 20 µl de tampón 
sacarosa y se centrifugaron a 2300 x g durante 5 minutos a 4 ºC. El sobrenadante, que 
contiene los extractos citoplasmáticos, se transfirió a otro tubo y se guardó a ‐80 ºC. 
El precipitado, que contenía  los núcleos celulares, se  lavó con 50 µl de tampón B. A 
continuación  se  centrifugó  nuevamente  a  2300  x  g  durante  5 minutos  a  4  ºC  y  el 
precipitado se resuspendió en 30 µl de tampón C. Éste se  incubó 30 minutos a 4 ºC, 
con  agitación  orbital,  resuspendiéndolo  con  vórtex  cada  5 minutos.  Por  último,  el 
homogeneizado se centrifugó a 16000 x g durante 5 minutos a 4 ºC y el sobrenadante, 
que contiene los extractos nucleares, se guardó a ‐80 ºC hasta su utilización.  
La composición de los tampones utilizados es: 
• Tampón A: 20 mM Hepes pH 8, 10 mM KCl, 150 µM EDTA, 150 µM EGTA, 1,2 
%  Tritón  X‐100,  1  mM  DTT,  50  µM  PMSF,  5  µg/ml  leupeptina,  5  µg/ml 
pepstatina A y 5 µg/ml aprotinina.  
• Tampón sacarosa: 50 mM Hepes pH 7, 10 mM KCl, 250 µM EDTA, 70 % (p/v) 
sacarosa. 
• Tampón B: 20 mM Hepes pH 8, 50 mM NaCl, 25 % de glicerol, 250 µM EDTA, 
150 µM EGTA, 1,5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 50 µM PMSF, 5 µg/ml leupeptina, 5 
µg/ml pepstatina A y 5 µg/ml aprotinina. 
• Tampón C: 20 mM Hepes pH 8, 400 mM NaCl, 25 % de glicerol, 250 µM EDTA, 
150 µM EGTA, 1,5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 50 µM PMSF, 5 µg/ml leupeptina, 5 
µg/ml pepstatina A y 5 µg/ml aprotinina. 
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4.3. Determinación de la concentración de proteínas. 
La concentración de proteínas se determinó por el método de Bradford siguiendo el 
protocolo descrito por el proveedor y utilizando albúmina de suero bobino (BSA) para 
construir la curva patrón (288).  
4.4. Electroforesis y electrotransferencia de proteínas a membrana. 
Las proteínas se resolvieron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida entre 
un  8‐12  %,  según  la  proteína  objeto  de  estudio,  en  condiciones  reductoras  y 
desnaturalizantes (SDS‐PAGE), en presencia de tampón 25 mM Tris base pH 8.3, 190 
mM glicina y 0,1 % SDS. Las muestras para la electroforesis se prepararon añadiendo 
¼ de su volumen de tampón de carga 4X (0,25 M Tris‐HCl pH 6.8, 2 % SDS, 0,5 % β‐
mercaptoetanol, 20 % glicerol, azul de bromofenol) e hirviéndolas 5 minutos a 95 ºC. 
Finalizada  la electroforesis,  las proteínas se  transfirieron a una membrana de PVDF, 
mediante  transferencia  en  húmedo.  Se  utilizó  un  tampón  de  transferencia  que 
contenía 25 mM Tris base pH 8.3, 190 mM glicina, 0,01 % SDS y 20 % de metanol. Al 
finalizar  la transferencia,  la membrana se tiñó con el colorante Rojo Ponceau  (0,5 % 
Rojo  Ponceau,  5  %  ácido  acético)  para  comprobar  que  las  proteínas  se  habían 
transferido de forma correcta. 
4.5. Inmunodetección de las proteínas. 
Después de  la  transferencia,  las membranas se  incubaron con una solución de TTBS 
(20 mM  Tris, 137 mM NaCl, 0,1 %  Tween 20)  y 5 %  leche  sin  grasa ó 5 % de BSA 
durante  una  hora  a  temperatura  ambiente,  para  bloquear  los  sitios  de  unión 
inespecíficos. La  immunodetección se  llevó a cabo  incubando  la membrana durante 
dos horas a temperatura ambiente, o toda la noche a 4 ºC, con el anticuerpo primario 
correspondiente en solución de bloqueo. Posteriormente se  realizaron 3  lavados de 
10 minutos con TTBS y las membranas se incubaron una hora a temperatura ambiente 
con el anticuerpo secundario específico conjugado con peroxidasa de rábano diluido 
en 1 % de leche o BSA en TTBS. Por último, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con 
TTBS  y  las  proteínas  se  detectaron  mediante  quimioluminiscencia  utilizando  el 
sistema de ECL™ en películas fotográficas de alta resolución.  
4.6. Stripping y rehibridación de las membranas con otro anticuerpo. 
En el caso de necesitar ver otra proteína diferente en  la misma membrana, antes de 
reincubar las membranas con el anticuerpo correspondiente a esa segunda proteína, 
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la membrana  se  limpió de  los anticuerpos anteriores  con una  solución de  stripping 
cuya composición es 2 % SDS, 50 mM Glicina y pH 2.2. A continuación se realizaron 3 
lavados de 10 minutos  con TTBS y  se  repitió el proceso a partir del bloqueo de  los 
sitios inespecíficos. 
 
5. ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN 
5.1. Curvas de crecimiento. Tinción con azul de Tripan 
Este método se utilizó para realizar las curvas de crecimiento. Para ello, se sembraron 
50000  células  en  placas  de  6  pocillos. Al  día  siguiente  de  la  siembra  las  células  se 
trataron  con  los distintos  inhibidores  y  se  incubaron durante 0, 24, 48 o 72 horas. 
Transcurridos esos  tiempos  las células  se  levantaron de  la placa por  incubación con 
una solución de tripsina‐EDTA (0,05 % de tripsina y 0,02 % de EDTA en PBS) durante 5 
minutos a 37 ºC; una vez despegadas  las células de  la placa se neutralizó  la tripsina 
con  el medio de  cultivo  completo  (10 %  FBS).  Tras obtener una  suspensión  celular 
homogénea,  se  tomaron 90  μL de ésta y  se agregaron 10  μL de azul de Tripan. Las 
células  con  daños  en  su  membrana  plasmática  permiten  el  paso  del  colorante, 
tiñéndose  de  color  azul,  y  se  distinguen  fácilmente  de  las  células  integras  al 
microscopio. A continuación, desestimando las células con daños en la membrana, se 
determinó el número de células viables por contaje con una cámara de Neubauer.  
5.2. Ensayo de incorporación de [3H]‐timidina 
Este método se utilizó para determinar el nivel de síntesis de ADN de las células tras 
distintos tratamientos. Para ello, se sembraron 50000 células en placas de 12 pocillos. 
24  horas  después  se  realizaron  los  tratamientos  correspondientes  y  durante  las  4 
últimas horas de  tratamiento  las  células  se  incubaron en medio  con 0,4  μCi/mL de 
[3H]‐timidina. Pasado ese tiempo, se retiró este medio,  las células se  lavaron 3 veces 
con PBS y se fijaron con 0,5 mL de ácido tricloroacético (TCA) al 5 % en PBS, durante 
15 minutos a 4 ºC. A continuación se retiró el TCA, las células se lavaron con metanol 
y  se  dejaron  secar  al  aire  durante  al menos  30 minutos.  Por  último,  las  células  se 
solubilizaron en 0,5 mL de una  solución NaOH 0,1 M y 1 % de SDS. A  los extractos 
celulares se les añadió 2,2 mL de líquido de centelleo Optiphase Hisafe 3 y se midieron 
las desintegraciones por minuto  (d.p.m.) en un contador de centelleo  líquido  tipo β 
(Guardian  1414  de  Wallac,  Turku,  Finland).  Los  resultados  se  expresaron  como 
porcentaje de síntesis de ADN respecto al control. 
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6. ANÁLISIS DE LA MUERTE CELULAR POR CITOMETRÍA DE FLUJO 
En general,  las técnicas de citometría de  flujo consisten en el marcaje de  las células 
con algún reactivo fluorescente y la posterior medida de la fluorescencia emitida por 
las células marcadas. Para ello se utilizó el equipo Beckton Dickinson FACScalibur (BD 
Biosciences), equipado con un láser de λexcitación: 488nm. Este equipo dispone de tres 
filtros  de  adquisición  de  fluorescencia:  FL1  (530/30  nm),  FL2  (585/42  nm)  y  FL3 
(660LP). Los resultados obtenidos fueron analizados posteriormente con el programa 
WinMDI 2.9. 
6.1. Análisis del contenido celular de ADN por marcaje con ioduro de propidio 
El ioduro de propidio (IP) es un fluorocromo que se caracteriza por su capacidad para 
intercalarse entre los nucleótidos del ARN y del ADN en el interior celular. El grado de 
marcaje de estas moléculas se puede determinar por medida de la fluorescencia que 
emite  el  IP  (λemisión:  620  nm  aproximadamente)  y  posterior  análisis  de  dicha 
fluorescencia en un histograma biparamétrico, según el cual se pueden distinguir  las 
diferentes poblaciones celulares con distinto contenido de ADN. 
Para  determinar  el  contenido  celular  de  ADN,  una  vez  terminado  el  tratamiento 
correspondiente, se recogió en un vial el medio de las placas de cultivo que contenía 
células en suspensión. A continuación,  las células adheridas a  la placa se  levantaron 
por  incubación  con  tripsina  y  se  añadieron  al  tubo  que  contenía  el medio  con  las 
células en suspensión. Los tubos se centrifugaron a 390 x g y 4 ºC durante 5 minutos y 
los precipitados obtenidos se lavaron con PBS frío. A continuación las células se fijaron 
con 80 % de etanol frío a ‐20 ºC durante al menos 16 horas. Transcurrido ese tiempo, 
las  células  se  lavaron  con  PBS  frío  y  se  incubaron  en  una  solución  de  PBS  con  0,1 
mg/mL de RNasa A y 5 μg/mL de  ioduro de propidio a 37 ºC durante 30 minutos. A 
continuación  las  células  se  adquirieron  en  un  citómetro  de  flujo  y  se  determinó  la 
fluorescencia emitida a 585/42 nm. Se consideraron células apoptóticas aquellas que 
poseen un contenido de ADN inferior al de la fase G1. 
6.2. Determinación del nivel de exposición de fosfatidilserina 
Para  determinar  la  exposición  de  fosfatidil  serina  (PS)  en  la  cara  externa  de  la 
membrana celular se utilizó el kit Anexin V‐FITC Apoptosis Detection Kit. La Anexina V‐
FITC es una proteína recombinante marcada con el fluorocromo FITC (λemisión: 520 nm 
aproximadamente) que se une fácilmente a  las moléculas de PS,  lo que nos permite 
reconocer  las células que se encuentran en proceso de muerte. Para distinguir entre 
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un proceso de apoptosis (en el que aumenta la concentración de PS en el exterior de 
la célula) y un proceso de necrosis (en el cual se produce la ruptura de la membrana 
celular permitiendo el paso de  la Anexina V‐FITC al  interior celular donde  se puede 
unir a  la PS) se realizó un marcaje simultáneo con  IP, que no atraviesa  la membrana 
celular  intacta, y por  lo tanto solamente marca el ADN de  las células necróticas y de 
las células en fase tardía del proceso de apoptosis. Así, se cuantificó  la población de 
células en proceso de apoptosis temprana (marcadas solo con Anexina V‐FITC). 
Tras los distintos tratamientos se recogieron tanto las células en suspensión como las 
adheridas a  la placa  (mediante  la adición de  tripsina). Se centrifugaron 5 minutos a 
390  x  g  a  4  ºC,  se  lavaron  con  PBS  frío,  se  resuspendieron  en  un  tampón  con  0,5 
µg/mL de Anexina V‐FITC y se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente 
en  oscuridad.  A  continuación  se  centrifugaron  5  minutos  a  390  x  g  a  4  ºC  y  se 
resuspendieron de nuevo en un  tampón  con 0,6 µg/mL de  ioduro de propidio.  Las 
células  se  adquirieron  en  un  citómetro  de  flujo  y  se  determinó  la  fluorescencia 
emitida a 530/30 nm (Anexina V‐FITC) y 585/42 nm (IP). Se analizaron los porcentajes 
de  células  marcadas  solo  con  Anexina  V‐FITC  y  marcadas  con  ambos,  ioduro  de 
propidio y Anexina V‐FITC. 
6.3. Determinación del potencial de membrana mitocondrial 
Para determinar el potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) de las células se utilizó 
la  sonda  tetrametilrodaminmetilester  perclorato  (TMRM)  (λemisión:  575  nm 
aproximadamente).  
Al  finalizar  los  tratamientos  correspondientes,  se  recogieron  tanto  las  células  en 
suspensión, como  las adheridas a  la placa  (mediante  la adición de tripsina). Éstas se 
centrifugaron 5 minutos a 390 x g a 4 ºC, se lavaron con PBS frío y se resuspendieron 
en una  solución 50 nM de  sonda  TMRM  en PBS.  Se  incubaron  a 37  ºC durante 15 
minutos  en oscuridad  y  se mantuvieron  en  esas  condiciones hasta  el momento de 
adquisición  en  el  citómetro  de  flujo.  Para  terminar,  se  analizó  la  intensidad  de  la 
fluorescencia  emitida  a  585/42  nm  y  se  determinó  el  porcentaje  de  células  con 
diferente potencial de membrana mitocondrial. 
 
 
 
Materiales y métodos 
67 
7. ACTIVIDAD TRANSCRIPICIONAL DE NF‐κB 
7.1. Cuantificación de la actividad transcripcional de NF‐κB por ensayo de luciferasa 
Las  células  se  transfectaron  con  0,2 µg del  plásmido  reportero  de  luciferasa  pGL3‐
3xNF‐κB‐Tk‐Luc, que posee un tándem de tres repeticiones del motivo de unión a NF‐
κB del gen H‐2k, incluido en el promotor de la timidina quinasa. Al mismo tiempo se 
transfectaron con 0,02 µg del gen de  la proteína renilla, controlado por el promotor 
de timidina quinasa  (pRL‐TK‐Renilla), como control  interno de transfección. Además, 
dependiendo  de  las  condiciones  de  cada  experimento,  las  células  se  trataron  con 
diferentes  inhibidores  o  se  cotransfectaron  con  vectores  de  expresión  de  diversas 
proteínas u oligos de siRNA específicos junto con los plásmidos reporteros, tal y como 
se especifica a continuación y en los respectivos pies de figura: 
• En  los experimentos en  los que  se  requirió  la  sobreexpresión de diferentes 
proteínas,  se  co‐transfectaron  los  plásmidos  codificantes  junto  con  los 
plásmidos reporteros tal y como se especifica en el apartado 2.1.  
• En el caso de  los experimentos en que se silenció  la expresión de B‐RAF, se 
contransfectaron los plásmidos reporteros de luciferasa y renilla con el siRNA, 
pero  en  este  caso  se  utilizaron  los  volúmenes  de mezcla  de  transfección 
utilizados para transfectar siRNA (apartado 2.2.). 
• Para  los  experimentos  en  los  que  se  trataron  las  células  con  distintos 
fármacos,  la transfección se realizó en  las mismas condiciones que el primer 
caso.  24  horas  después  de  la  transfección,  se  añadieron  los  tratamientos 
correspondientes. 
Una  vez  finalizados  los  tratamientos  correspondientes,  se  prepararon  los  extractos 
celulares  y  se  determinó  la  actividad  luciferasa  y  renilla  siguiendo  el  siguiente 
protocolo  adaptado  del  descrito  en  el  manual  de  “Luciferase  assay  system”  de 
Promega: Pasadas 72 horas desde la transfección, las células se lavaron con PBS y se 
añadieron 100 µl de tampón de lisis PLB (Passive Lysis Buffer). Los extractos celulares 
se  incubaron  10  minutos  en  hielo;  a  continuación  se  centrifugaron  a  16000  x  g 
durante 5 minutos a 4 ºC y se recogieron los sobrenadantes. La actividad luciferasa se 
cuantificó en un luminómetro FB12 (Berthold). Para ello se tomaron 10 µl del extracto 
celular y se  le añadió 25 µl del tampón que contiene el sustrato de  la  luciferasa y se 
midió  su  actividad.  A  continuación  se  añadió  a  la misma muestra  el  tampón  que 
contiene  el  sustrato de  la  renilla  y detiene  la  acción de  la  luciferasa,  y  se midió  la 
actividad  renilla.  La  actividad  luciferasa  se  normalizó  con  la  actividad  renilla  y  se 
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expresó  como número de  veces de  aumento  respecto  al  control.  Los  resultados  se 
expresan como unidades arbitrarias de luciferasa.  
7.2. Cuantificación de la actividad transactivadora de p65/RelA mediante ensayo de 
luciferasa 
En este caso las células se cotransfectaron con 0,2 µg del plásmido que codifica para 
la proteína quimérica formada por el dominio de unión al DNA de Gal4 fusionado a la 
proteína p65/RelA humana completa  (p65‐Gal4),  junto con  los plásmidos reporteros 
pGal4‐Luc  (0,4  µg)  y  el  pRL‐TK‐Renilla  (0,02  µg).  Tras  los  distintos  tratamientos  se 
prepararon  los  extractos  celulares  y  se  determinaron  las  actividades  luciferasa  y 
renilla como se ha descrito anteriormente.  
 
8. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD QUINASA DE LAS PROTEÍNAS RAF 
8.1. Expresión de las proteínas de fusión GST‐MEK1 y GST‐ERK2 
Se  partió  de  la  cepa  bacteriana  BL21  de  E.  Coli  transformada  con  el  vector  de 
expresión pGEX, que contenía el gen codificante de la proteína de fusión GST‐MEK1 o 
el  gen  que  codifica  para  GST‐ERK2.  Tras  cultivar  las  bacterias,  la  expresión  de  las 
proteínas se  indujo añadiendo al medio 1 mM de  IPTG durante 4‐5 horas a 37 ºC. A 
continuación,  las células se centrifugaron durante 10 minutos a 2960 x g a 4 ºC y el 
precipitado bacteriano se  resuspendió en 20 mL de  tampón de homogeneización  (1 
mM Tris pH 7.5, 5 mM NaCl, 2 mM EGTA, 2 mM EDTA, 1 % Tritón X‐100, 0,05 % β‐
mercaptoetanol,  50  μM  PMSF,  1 mM  benzamidina,  5  μg/mL  leupeptina,  5  μg/mL 
pepstatina A y 5 μg/mL aprotinina). Las células se sonicaron de 6 a 8 veces durante un 
minuto en hielo y posteriormente se centrifugaron durante 10 minutos a 13800 x g a 
4 ºC. El sobrenadante se  incubó con 0,5 mL de una matriz de Glutation‐sefarosa 4B 
durante 1 hora a 4 ºC en un agitador orbital y transcurrido este tiempo se centrifugó a 
390 x g durante 5 minutos a 4 ºC. A continuación se eluyeron las proteínas GST‐MEK1 
o GST‐ERK2 con una solución que contenía glutation reducido  (50 mM Tris pH 8, 20 
mM  GSH),  guardando  los  sobrenadantes  obtenidos.  El  GSH  se  eliminó  mediante 
diálisis en un tampón que contenía: 50 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 
mM  benzamidina,  10  mM  β‐mercaptoetanol,  0,03  %  NP‐40,  5  %  glicerol.  Tras  la 
diálisis, al extracto celular obtenido se  le añadió 10 % de glicerol y se mantuvo a ‐80 
ºC  hasta  su  utilización.  Para  comprobar  la  pureza  y  la  sobreexpresión  de  estas 
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proteínas,  los  extractos  se  separaron  electroforéticamente  y  se  tiñeron  con  azul 
Coomassie.  
8.2. Inmunoprecipitación de proteínas 
La  purificación  de  las  proteínas  RAF  se  realizó  a  partir  de  extractos  celulares 
preparados  con  el  tampón  de  lisis  REB.  La  composición  de  dicho  tampón  es  la 
siguiente: 
• Tampón REB: 20 mM, Tris‐HCl pH 7.5, 100 mM KCl, 1 mM EDTA, 10 %  (v/v) 
glicerol, 1 % (v/v) Tritón X‐100, 5 mM MgCl2, 5 mM NaF, 0,2 mM Na3VO4, 50 
µM  fenil‐metil‐sulfonil  fluoruro, 1 mM benzamidina, 5 µg/ml  leupeptina, 5 
µg/ml pepstatina A y 5 µg/ml aprotinina. 
Para  ello  se  preparó  el  complejo  anticuerpo:proteína  G‐Sepharosa.  La  proteína  G‐
Sepharosa  se  lavó 3 veces  con PBS, centrifugándose cada vez a 1500 x g durante 1 
minuto a 4 ºC. Para cada muestra se utilizaron 10 µL de proteína G‐Sepharosa y ésta 
se incubó con el anticuerpo correspondiente (10 µg en el caso de anti‐9E10 y 2 µg en 
el caso de anti‐B‐RAF y anti‐C‐RAF) durante toda  la noche a 4 ºC. Al día siguiente se 
lavó el complejo 3 veces. A continuación se incubó el extracto celular con el complejo 
durante 2 horas a 4 ºC. Posteriormente, la mezcla se centrifugó a 1500 x g durante 2 
minutos  a  4  ºC  para  separar  el  inmunoprecipitado  del  sobrenadante.  El 
inmunoprecipitado  se  lavó  3  veces  con  tampón  base,  centrifugándolo  de  nuevo  a 
1500  x  g  a  4  ºC  durante  2  minutos  cada  vez  y  tras  retirar  el  sobrenadante  se 
determinó la actividad quinasa como se describe a continuación. 
8.3. Ensayo actividad quinasa 
La actividad quinasa de RAF se determinó mediante un ensayo acoplado que consiste 
en  la activación de  la cascada RAF‐MEK‐ERK en dos pasos. El primero consiste en  la 
activación  de  MEK  por  la  proteína  RAF  inmunoprecipitada,  que  una  vez  activa, 
fosforila  a  ERK. A  continuación,  la  activación de ERK  se determinó en una  segunda 
reacción, en  la que ERK  fosforila al sustrato MBP  (Myelin Basic Protein). Esta última 
reacción permite  cuantificar el  grado de  activación de RAF,  ya que en el medio de 
reacción se pone ATP marcado con 32P. 
Para ello, una vez finalizada la inmunoprecipitación, se realizaron 3 lavados sucesivos 
con  3  tampones  de  lavado,  cuya  composición  es  la  misma  excepto  por  la 
concentración  de  KCl.  La  composición  común  es:  30 mM  Tris‐HCl  pH  7.5,  0,1 mM 
Materiales y métodos 
70 
EDTA,  0,1  %  Tritón  X‐100,  5  mM  NaF,  0,2  mM  Na3VO4,  10  %  glicerol,  0,3  %  β‐
mercaptoetanol. La concentración de KCl es 1 M para el primer tampón, 0,1 M para el 
segundo y nula para el tercero. 
A  continuación el  inmunoprecipitado  se  resuspendió en 20 µL de  tampón MKK/MK 
que contiene GST‐MEK y GST‐ERK, sustratos sucesivos de las dos primeras reacciones 
quinasa (30 mM Tris‐HCl pH 7.5, 0,1 mM EDTA, 10 mM MgCl2, 0,1 % Tritón X‐100, 5 
mM NaF, 0,2 mM Na3VO4, 8 mM ATP, 0,3 % β‐mercaptoetanol, 6,5 µg/mL GST‐MEK y 
100 µg/mL GST‐ERK). La  reacción  se  lleva a cabo a 30 ºC durante 30 minutos en el 
caso de C‐RAF y 15 minutos en el caso de B‐RAF, ya que B‐RAF es mucho más activo 
que C‐RAF. Para detener la reacción se añadieron 20 µL de tampón de parada (30 mM 
Tris‐HCl pH 7.5, 6 mM EDTA, 0,1 % Tritón X‐100, 5 mM NaF, 0,2 mM Na3VO4, 0,3 % β‐
mercaptoetanol) que secuestra el Mg2+ del tampón MKK/MK. 
Para la siguiente reacción se tomaron 5 µL del sobrenadante de la mezcla de reacción 
anterior (IP‐MKK/MK‐parada) a los que se añadieron 25 µL del tampón MBP (50 mM 
Tris‐HCl pH 7.5, 0,1 mM EDTA, 10 mM MgCl2, 0,1 % Tritón X‐100, 5 mM NaF, 0,2 mM 
Na3VO4,  0,1 mM  ATP,  0,3 %  β‐mercaptoetanol,  200  µL/mL  BSA,  50  µCi  [γ‐32P]ATP 
(3000  Ci/mmol)),  que  contiene  0,5  mg/mL  de  MBP.  La  reacción  se  llevó  a  cabo 
durante 10 minutos a 30 ºC. La reacción se detuvo mediante la adición de 25 µL de la 
mezcla en papel p81 y lavado en ácido fosfórico (75 mM) durante 30 minutos. Así, se 
eliminó el ATP radioactivo libre, mientras que la MBP fosforilada queda retenida en el 
papel. Finalmente se cuantificó  la cantidad de 32P contenido en el papel por medida 
en un contador de centelleo (Winspectral 1414 Liquid Scintilation Counter, WALLAC).  
 
9. ANÁLISIS DE LOS DATOS 
Para el procesamiento de los datos se utilizó el programa informático Microsoft Office 
Excel.  Para  el  análisis  estadístico  de  los  resultados,  se  realizó  una  comparación  de 
medias con  la prueba T de dos colas y no pareado con el programa Microsoft Office 
Excel.  Las diferencias  se  consideraron  significativas  cuando  el p‐valor  fue  inferior  a 
0,05. 
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El  objetivo  general  de  este  trabajo  es  determinar  la  implicación  de  B‐RAF  en  el 
proceso  de  transformación  celular  e  identificar  nuevos  mecanismos  por  los  que 
formas  mutadas  de  esta  proteína  inducen  el  desarrollo  de  tumores.  Para  ello, 
utilizamos  cuatro  líneas  celulares  derivadas  de  distintos  tipos  de  cáncer,  dos  que 
contienen B‐RAF  silvestre  (B‐RAF wt),  las  células WRO, que proceden de un  tumor 
folicular tiroideo (FTC), y las células KAT‐18, procedentes de un carcinoma anáplasico 
tiroideo  (ATC), y dos que contienen  la mutación V600E  (V600EB‐RAF),  las células NPA, 
previamente descritas como células tumorales papilares tiroideas (PTC), pero que una 
vez analizadas genéticamente han resultado ser células derivadas de melanoma, y las 
células  ARO,  descritas  anteriormente  como  células  tumorales  tirodeas  anaplásicas 
(ATC) y actualmente identificadas como células derivadas de cáncer de colon.  
Como se observa en la figura 19, estas células presentan una morfología distinta. Las 
células WRO,  KAT‐18  y  NPA  poseen  un  fenotipo  similar  a  fibroblastos,  todas  ellas 
crecen  en monocapa  con morfología  celular  poligonal  y  prolongaciones  similares  a 
filopodios  cuando  se  encuentran  en  semiconfluencia,  mientras  que  presentan  un 
engrosamiento  del  citoplasma  y  pérdida  de  las  prolongaciones  cuando  alcanzan  la 
confluencia.  En  cuanto  a  las  células ARO,  estas  células  crecen  formando  agregados 
similares a  folículos, presentan un citoplasma más pequeño y a pesar de  llegar a  la 
confluencia nunca llenan la superficie de cultivo.  
KAT‐18 WRO
NPAARO
 
Figura 19. Morfología de las células KAT‐18, WRO, ARO y NPA. Las células se fotografiaron en un 
microscopio óptico de contraste de fases. 
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1.  EFECTO  DE  LA  VÍA  RAF‐MEK‐ERK  SOBRE  LA  PROLIFERACIÓN  DE  CÉLULAS 
TUMORALES 
1.1.  Estado de  activación de  la  vía RAF‐MEK‐ERK  en  células KAT‐18, WRO, ARO Y 
NPA 
En primer lugar estudiamos el papel que juega B‐RAF sobre el estado de activación de 
la vía MEK‐ERK y  la proliferación celular en  las diferentes  líneas tumorales. Para ello, 
analizamos el estado de  fosforilación de ERK, ya que al ser  la proteína  final de esta 
cascada  de  señalización  es  representativo  del  estado  de  activación  de  la  vía.  En  la 
figura 20  se puede observar que en  todas  las  líneas  celulares,  independientemente 
del estado de activación de B‐RAF, la proteína ERK se encuentra fosforilada de forma 
basal.  
WRO          KAT‐18            ARO             NPA
B‐RAF wt V600EB‐RAF
p‐ERK
ERK2
 
 
Figura  20.  La  proteína  ERK  se  encuentra  constitutivamente  activa  en  las  líneas  tumorales 
estudiadas. Las líneas celulares WRO, KAT‐18, ARO y NPA se incubaron con medio suplementado 
con  10 %  FBS.  Posteriormente  se  prepararon  extractos  celulares de  cada  línea  y  se  realizó  un 
western  blot  utilizando  un  anticuerpo  específico  de  la  proteína  ERK  fosforilada  (p‐ERK).  Las 
membranas  se  rehibridaron  con  un  anticuerpo  específico  de  ERK2  como  control  de  carga.  Los 
datos  muestran  un  experimento  representativo  de  tres  realizados  independientemente  con 
similares resultados.  
 
 
Estas líneas celulares no presentan mutaciones en ninguno de los otros miembros de 
la  familia  de  proteínas  RAF:  C‐RAF  y  A‐RAF,  por  lo  que  estudiamos  si  existían 
diferencias en  los niveles basales de actividad de  las  isoformas C‐RAF y B‐RAF. Para 
comprobarlo,  determinamos  sus  niveles  de  activación  en  las  diferentes  líneas 
celulares  utilizadas  mediante  ensayos  acoplados  de  quinasas,  tras  la 
inmunoprecipitación de C‐RAF o B‐RAF con anticuerpos específicos. Como se muestra 
en  la  figura  21,  los  niveles  de  actividad  de  C‐RAF  en  todas  las  líneas  celulares  son 
bajos; sin embargo, mientras que la actividad de B‐RAF en las células KAT‐18 y WRO, 
que tienen la proteína B‐RAF silvestre, también es baja, en las células ARO y NPA, que 
poseen la mutación V600E, es mucho mayor.  
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Figura 21. Actividad quinasa de las proteínas C‐RAF y B‐RAF en las líneas tumorales estudiadas. 
Las líneas celulares KAT‐18, WRO, ARO y NPA se incubaron con medio suplementado con 10 % FBS 
durante  24  horas.  Posteriormente  se  prepararon  extractos  celulares  de  cada  línea  y  se 
inmunoprecipitaron  las  proteínas  C‐RAF  y  B‐RAF  con  anticuerpos  específicos  para  ellas.  A 
continuación se realizó realizó un ensayo de actividad quinasa en el inmunoprecipitado utilizando 
GST‐MEK, GST‐ERK y MBP como sustratos. Los datos muestran un experimento representativo de 
tres independientes con similares resultados.  
 
A continuación, para demostrar que  la fosforilación constitutiva de ERK se debía a  la 
activación  de  la  vía  RAF‐MEK,  determinamos  los  niveles  de  fosforilación  de  estas 
proteínas  utilizando  dos  inhibidores  de  esta  cascada.  Por  una  parte,  utilizamos  el 
inhibidor multiquinasa BAY 43‐9006, que bloquea  la activación de B‐RAF y C‐RAF. El 
otro  inhibidor empleado es el U0126. Este  inhibidor  impide  la activación de ERK por 
MEK, sin afectar a la fosforilación y activación de esta última. Así, cuando analizamos 
la  fosforilación  de  ERK  en  presencia  de  ambos  inhibidores,  observamos  que  los 
tratamientos con BAY 43‐9006 o U0126 anulan por completo  la  fosforilación de ERK 
pero  no  la  expresión  de  esta  proteína  (figura  22).  Por  lo  tanto,  la  fosforilación 
constitutiva de ERK en estas  células  se debe a  la activación de  la  vía RAF‐MEK.  Sin 
embargo, el hecho de que  las células WRO y KAT‐18 no presenten mutaciones en C‐
RAF y B‐RAF indica que esta ruta se regula de forma diferente en células con o sin B‐
RAF oncogénico.  
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Figura 22. La proteína ERK está activada por  la vía RAF‐MEK. Las  líneas celulares KAT‐18, WRO, 
ARO y NPA se  incubaron con medio suplementado con 10% FBS durante 24 horas en ausencia o 
presencia de DMSO, 10 µM U0126 o 10 µM BAY 43‐9006  (BAY). A  continuación  se prepararon 
extractos  celulares  y  la  fosforilación  de  ERK1/2  se  detectó  por  western  blot  utilizando  un 
anticuerpo específico de  la proteína ERK fosforilada (p‐ERK). Las membranas se rehibridaron con 
un  anticuerpo  específico de  ERK2  como  control de  carga.  Los datos muestran un  experimento 
representativo realizado tres veces con resultados similares. 
 
1.2. Papel de  la  vía RAF‐MEK‐ERK  sobre  la proliferación de  células KAT‐18, WRO, 
ARO y NPA 
La vía RAF‐MEK‐ERK ha sido ampliamente descrita como una de las vías responsables 
del crecimiento incontrolado de las células tumorales. Una vez comprobado su estado 
de activación, estudiamos la implicación de la misma en la proliferación celular de las 
diferentes  líneas  tumorales  empleadas,  mediante  curvas  de  crecimiento  y 
determinación de los niveles de síntesis de ADN. 
Para  determinar  la  implicación  de MEK‐ERK  en  el  proceso  de  proliferación  celular 
realizamos curvas de crecimiento en las células KAT‐18, WRO, ARO y NPA, sin tratar o 
tratadas con el inhibidor de MEK U0126, durante 24, 48 y 72 horas. Como se muestra 
en  la figura 23,  la  inhibición de MEK produce una disminución de  la proliferación en 
las cuatro líneas celulares. Sin embargo, mientras que la inhibición de la proliferación 
en  las células KAT‐18 y WRO a  las 72 horas de tratamiento fue de aproximadamente 
un 40 %, en las células con V600EB‐RAF, ARO y NPA, la inhibición de la proliferación fue 
mayor,  alcanzando  aproximadamente  un  60  %.  Estos  resultados  demuestran  que 
aunque  la proliferación de  las distintas  líneas celulares  tumorales depende de  la vía 
MEK‐ERK, las células que poseen la mutación V600EB‐RAF son mucho más sensibles a la 
inhibición de MEK que las que poseen B‐RAF silvestre (figura 23).  
Resultados 
77 
 
ARO
0
100000
200000
300000
400000
500000
600000
Teóricas 0h 24h 48h 72h
N
úm
er
o 
cé
lu
la
s
KAT-18
0
20000
40000
60000
80000
100000
120000
140000
Teóricas 0h 24h 48h 72h
N
úm
er
o 
cé
lu
la
s
NPA
0
50000
100000
150000
200000
250000
300000
350000
400000
450000
Teóricas 0h 24h 48h 72h
N
úm
er
o 
cé
lu
la
s
WRO
0
50000
100000
150000
200000
250000
Teóricas 0h 24h 48h 72h
N
úm
er
o 
cé
lu
la
s
DMSO
U0126
 
 
Figura  23.  La  inhibición  de  la  vía  MEK‐ERK  disminuye  la  proliferación  celular.  Curvas  de 
crecimiento de células KAT‐18, WRO, ARO y NPA tratadas con DMSO o 10 µM U0126 durante 0, 
24, 48 y 72 horas. Pasados esos tiempos las células viables se cuantificaron mediante contaje con 
un  hemocitómetro.  Los  datos  representan  la  media  ±  ESM  de  al  menos  tres  experimentos 
independientes.  
  
 
A  continuación  determinamos  los  niveles  de  síntesis  de ADN mediante  ensayos  de 
incorporación  de  timidina  tritiada  ([3H]‐timidina)  al  ADN.  Para  ello,  tratamos  las 
células con  los  inhibidores BAY 43‐9006 y U0126 durante 24 horas y comparamos  la 
cantidad de  timidina  incorporada por  las  células  tratadas  respecto  a  las  células  sin 
tratar.  Los  resultados muestran que el  tratamiento  con  ambos  inhibidores produce 
una disminución de  la  síntesis de ADN  en  las  cuatro  líneas  celulares  (figura  24).  El 
porcentaje de inhibición es distinto entre las distintas líneas celulares, pero en todos 
los casos,  la timidina  incorporada por  las células que tenían  inhibida  la vía MEK‐ERK 
era entre un 30 y un 80 % menor que en el caso de las células control (figura 24).  
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Figura 24. La inhibición de la vía RAF‐MEK‐ERK produce una disminución de la síntesis de ADN. 
Las  líneas celulares KAT‐18, WRO, ARO y NPA  se  trataron durante 24 horas  con DMSO, 10 µM 
U0126  o  10  µM  BAY  43‐9006.  A  continusción  se  realizó  un  ensayo  de  incorporación  de  [3H]‐
timidina. Los resultados se expresan como porcentajes de  incorporación frente a sus respectivos 
controles. Los datos representan la media ± ESM de al menos tres experimentos independientes. 
La  estadística  se  refiere  a  los  tratamientos  respecto  a  sus  controles.  *0,05>P>0,01; 
**0,01>P>0,001; ***0,001>P. 
 
 
1.3. Papel de las proteínas RAF en la proliferación de las células WRO y NPA 
Hasta  el  momento  hemos  observado  que  la  proliferación  de  las  distintas  líneas 
celulares  tumorales estudiadas está  regulada por  la vía RAF‐MEK‐ERK. Sin embargo, 
uno de nuestros objetivos es estudiar el papel que la proteína oncogénica V600EB‐RAF 
ejerce sobre dicha proliferación en las células que contienen esta mutación. Para ello, 
utilizamos las células WRO, que poseen la proteína B‐RAF silvestre, y las células NPA, 
que  contienen  la mutación  V600EBRAF,  en  las  cuales  eliminamos  la  expresión  de  las 
proteínas  B‐RAF,  C‐RAF  o  ambas  con  ARNs  pequeños  de  interferencia  (siRNA) 
específicos para cada proteína.  
En primer  lugar estudiamos qué  isoforma de RAF es  la  responsable de  la activación 
constitutiva  de  las  proteínas  ERK.  Tras  la  eliminación  de  la  expresión  de  estas 
proteínas, observamos que, en el caso de las células NPA, la falta de expresión de B‐
RAF produce una inhibición casi total de la fosforilación de ERK, mientras que la falta 
de expresión de C‐RAF sola no produce ningún efecto sobre  la fosforilación de estas 
proteínas y la eliminación conjunta de B‐RAF y C‐RAF produce el mismo efecto que la 
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eliminación  de  la  proteína  B‐RAF  sola  (figura  25).  Sin  embargo,  en  el  caso  de  las 
células WRO, la falta de expresión de B‐RAF produce una disminución en la activación 
de ERK, pero esta disminución también se observa cuando silenciamos C‐RAF o ambas 
proteínas  simultáneamente  (figura  25).  Estos  resultados  indican  que  en  las  células 
NPA  con  la mutación  V600EB‐RAF,  esta  isoforma  es  la  responsable  de  la  activación 
constitutiva de ERK, mientras que en las células WRO, que no poseen esta mutación, 
la fosforilación de ERK es dependiente de B‐RAF y C‐RAF.  
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Figura 25. La fosforilación de ERK depende del estado de activación de B‐RAF. Las células WRO y 
NPA se transfectaron con un oligo control (SC) u oligos específicos de siRNA para B‐RAF (siB‐RAF), 
C‐RAF  (siC‐RAF)  o  una  mezcla  de  ambos  (siB/C‐RAF).  72  horas  después  se  prepararon  los 
correspondientes  extractos  celulares  y  se  realizaron western  blots  con  anticuerpos  específicos 
para las proteínas B‐RAF, C‐RAF y ERK fosforilada (p‐ERK). Como control de carga se utilizó ERK2. 
Los datos mostrados son de un experimento representativo de tres independientes con similares 
resultados.  
 
 
Por otra parte, mediante microscopía óptica, observamos que  los  tratamientos  con 
los distintos siRNA, además de  inhibir  la  fosforilación de ERK, también disminuían el 
número de células en las placas de cultivo y producían cambios morfológicos en ellas 
(figura 26). Estos cambios eran mucho más acusados en las células NPA en las que se 
eliminó  la  expresión  de  B‐RAF.  En  comparación  con  las  células  control,  un  alto 
porcentaje de  las células que habían sido  tratadas con el siRNA específico de B‐RAF 
presentaban  una morfología  redondeada  y  un  tamaño  celular más  grande,  dando 
lugar a una población heterogénea (figura 26).  
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Figura 26. La inhibición de la expresión de las isoformas de RAF produce cambios morfológicos 
en  las  células estudiadas.  Las  células WRO  y NPA  se  transfectaron  con un oligo  control  (SC) u 
oligos específicos de siRNA para B‐RAF (siB‐RAF), C‐RAF (siC‐RAF) o una mezcla de ambos (siB/C‐
RAF).  72  horas  después  las  células  se  fotografiaron  en  un microscopio  óptico  de  contraste  de 
fases.  
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A  continuación,  analizamos  los  niveles  de  síntesis  de  ADN  tras  la  inhibición  de  la 
expresión  de  las  proteínas  B‐RAF  y  C‐RAF mediante  ensayos  de  incorporación  de 
timidina  tritiada  (figura  27).  Los  resultados  obtenidos  fueron  paralelos  a  los 
observados tras el tratamiento con  los  inhibidores BAY 43‐9006 y U0126 (figura 24). 
En las células WRO, al eliminar la expresión de cualquiera de las dos isoformas de RAF, 
B‐RAF o C‐RAF, se produce un descenso de la síntesis de ADN de aproximadamente el 
20 %  y  la  eliminación  simultánea de  ambas proteínas no produce una disminución 
mayor  (figura  27).  Sin  embargo,  en  las  células  NPA,  el  silenciamiento  de  B‐RAF 
disminuye la cantidad de timidina tritiada incorporada en aproximadamente un 65 %, 
mientras que el silenciamiento de C‐RAF apenas  tiene efecto y  la  falta de expresión 
conjunta de B‐RAF y C‐RAF tiene el mismo efecto que el silenciamiento de B‐RAF solo 
(figura 27).  
Estos  resultados demuestran que en  las  células que poseen  la proteína oncogénica 
V600EB‐RAF la proliferación es dependiente de ella, mientras que en las células que no 
poseen esta mutación la proliferación es dependiente tanto de B‐RAF como de C‐RAF. 
Además, puesto que en  las células con V600EB‐RAF  la activación de ERK es totalmente 
dependiente  de  esta  proteína  y  la  eliminación  de  la  actividad  de  ERK  inhibe  la 
proliferación, nuestros datos indican que V600EB‐RAF induce la proliferación a través de 
la vía MEK‐ERK.  
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Figura 27. La falta de expresión de C‐RAF y B‐RAF disminuye la síntesis de ADN de forma distinta 
en  las células WRO y NPA. Las células WRO y NPA se  transfectaron con un oligo control  (SC) u 
oligos específicos de siRNA para B‐RAF (siB‐RAF) y C‐RAF (siC‐RAF) o una mezcla de ambos (siB/C‐
RAF). 72 horas después de la transfección se realizó un ensayo de incorporación de [3H]‐timidina. 
Los  datos  representan  la  media  ±  ESM  de  al  menos  tres  experimentos  independientes.  La 
estadística  se  refiere  a  las  células  transfectadas  respecto  a  sus  controles  de  transfección; 
*0,05>P>0,01; ***0,001>P. 
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 2. EFECTO DE B‐RAF SOBRE LA APOPTOSIS EN CÉLULAS WRO Y NPA 
Además de su participación en la proliferación celular, a las proteínas RAF también se 
les ha asignado una función antiapoptótica. La función antiapoptótica de B‐RAF no ha 
sido muy  estudiada  y  parece  que  ésta  sería  diferente  de  la  de  C‐RAF,  ya  que  la 
mayoría  de  los  efectores  que median  la  función  antiapoptótica  de  C‐RAF  no  son 
regulados por B‐RAF; así, en células C‐RAF‐/‐, B‐RAF está activa y no compensa la falta 
de C‐RAF, y viceversa, en células B‐RAF‐/‐, C‐RAF no puede compensar la falta de B‐RAF 
para  prevenir  la  apoptosis  que  se  produce  en  ausencia  de  esta  proteína.  Por  otra 
parte,  nosotros  observamos  que  además  de  los  cambios  morfológicos  señalados 
anteriormente,  la eliminación de  la expresión de B‐RAF en  las  células NPA  también 
daba lugar a células que tenían el cuerpo celular arrugado y refringente y en algunas 
de  ellas  se  podía  observar  la  formación  de  burbujas  en  la  superficie  celular, 
características de la apoptosis (figura 26). 
 
2.1. Implicación de las proteínas RAF en la supervivencia de células WRO y NPA  
Para estudiar la implicación de B‐RAF en la supervivencia de las células tumorales, en 
primer  lugar analizamos  las variaciones de  la población celular con un contenido de 
ADN  sub‐G1 hipoploide,  indicativo de apoptosis, mediante  citometría de  flujo. Para 
ello, silenciamos la expresión de las proteínas B‐RAF y C‐RAF en las células WRO y NPA 
y  cuantificamos  la  muerte  celular  96  horas  después  de  la  transfección.  Como  se 
observa en  la figura 28, A y C,  la  inhibición de  la expresión de estas proteínas en  las 
células WRO no produjo un aumento significativo de  la muerte celular. Sin embargo, 
en  las células NPA transfectadas con el siRNA para B‐RAF se producía un  incremento 
de  la población de células hipoploides, que alcanzó valores de aproximadamente el 
12‐15 %, mientras que con el siRNA de C‐RAF no se observaban modificaciones en los 
niveles de muerte celular y el silenciamiento simultáneo de ambas proteínas producía 
un incremento de la muerte celular de aproximadamente un 15 %, similar al obtenido 
con el silenciamiento de B‐RAF solo  (figura 28, A y C). Para comprobar si  la muerte 
celular  producida  por  la  falta  de  expresión  de  B‐RAF  era  apoptosis  medimos  el 
porcentaje  de  células  que  sufren  una  caída  en  el  potencial  de  membrana 
mitocondrial, otro de  los parámetros  característicos del proceso de apoptosis. Para 
ello  inhibimos  la expresión de  las proteínas B‐RAF y C‐RAF en  las células WRO y NPA 
de  la misma  forma que  en  los  experimentos  anteriores  y mediante marcaje  con  la 
sonda TMRM determinamos dicho potencial de membrana mitocondrial. En  la figura 
28, B  y D,  se puede observar que  la  falta de expresión de  las proteínas RAF en  las 
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células WRO no produce ningún aumento significativo del porcentaje de células con 
bajo  potencial  de membrana mitocondrial.  Sin  embargo,  en  las  células  NPA  sí  se 
observa  un  aumento  significativo  en  aquellas  que  no  expresan  B‐RAF,  siendo  este 
aumento de aproximadamente un 10 %, y prácticamente el mismo que al  inhibir  la 
expresión de B‐RAF y C‐RAF simultáneamente (figura 28, B y D).  Estos resultados son 
paralelos a los observados al medir la cantidad de células con bajo contenido de ADN, 
por  lo  tanto, podemos afirmar que  la proteína V600EB‐RAF  induce supervivencia a  las 
células  que  la  contienen,  y  que  la  falta  de  expresión  de  esta  proteína  produce 
apoptosis en dichas células. 
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Figura 28. La  falta de expresión de V600EB‐RAF  induce apoptosis en  las células NPA. Las células 
WRO y NPA se transfectaron con un oligo control  (SC) u oligos específicos de siRNA para B‐RAF 
(siB‐RAF)  y  C‐RAF  (siC‐RAF)  o  una  mezcla  de  ambos  (siB/C‐RAF).  96  horas  después  de  la 
transfección se midió: A) el porcentaje de células con bajo contenido de ADN en células marcadas 
con  ioduro de propicio y posterior análisis por citometría de  flujo; B) el potencial de membrana 
mitocondrial mediante medida de la fluorescencia de la sonda TMRM por citometría de flujo. Los 
datos  representan  la media  ±  ESM  de  al menos  tres  experimentos  independientes.  C) Análisis 
representativo del ciclo celular por marcaje con  ioduro de propidio en células NPA en  las que se 
silenció  la  expresión  de  las  proteínas  RAF  con  siRNA  como  se  indica  en  la  figura.  D)  Análisis 
representativo del marcaje con TMRM en células NPA en  las que se silenció  la expresión de  las 
proteínas RAF con siRNA como se indica en la figura. La estadística se refiere en cada línea celular 
a las células transfectadas respecto a sus controles de transfección. **0,01>P>0,001; ***0,001>P. 
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Para confirmar la función antiapoptótica de V600EB‐RAF y ver si esta protección frente a 
la apoptosis se producía a  través de  la activación de  la vía MEK‐ERK, analizamos  los 
niveles de apoptosis en células  tratadas con  los  inhibidores de MEK y RAF, U0126 y 
BAY  43‐9006,  respectivamente.  En  las  células WRO  ninguno  de  los  dos  inhibidores 
produjo  un  aumento  de  los  niveles  de  muerte  celular  a  las  48  o  72  horas  de 
tratamiento  (figura  29A).  Sin  embargo,  en  las  células  NPA,  mientras  que  el 
tratamiento con el inhibidor BAY aumentó significativamente la población celular con 
bajo contenido de ADN, aproximadamente en un 20 % a  las 72 horas,  la  incubación 
con el inhibidor U0126 tampoco produjo ninguna modificación sobre la muerte celular 
a los distintos tiempos de tratamiento (figura 29).  
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Figura 29.  V600EB‐RAF protege de  la apoptosis de  forma  independiente de  la vía MEK‐ERK.  Las 
células WRO y NPA se trataron con DMSO, 10 µM BAY 43‐9006 (BAY) o 10 µM U0126 (U0) durante 
los tiempos  indicados. A) Porcentaje de muerte celular determinado por análisis de  la población 
subG1  hipoploide mediante  citometría  de  flujo.  Los  datos  representan  la media  ±  ESM  de  al 
menos tres experimentos  independientes. B) Niveles de exposición de fosfatidil serina mediante 
marcaje con Anexina V‐FITC en células NPA, determinados mediante citometría de flujo. Los datos 
representan  la  media  ±  ESM  de  al  menos  tres  experimentos  independientes.  C)  Análisis 
representativo del marcaje con Anexina V‐FITC en células NPA tratadas con los inhibidores U0126 
y BAY 43‐9006.  La estadística  se  refiere en  cada  caso a  los  tratamientos  respecto a  su  control. 
**0,01>P>0,001; ***0,001>P. 
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Otro  parámetro  característico  del  proceso  apoptótico,  previo  o  simultáneo  a  la 
degradación del ADN, es  la exposición de fosfatidil serina en el exterior de  la célula. 
Así,  confirmamos estos  resultados determinando mediante marcaje  con Anexina V‐
FITC y posterior análisis por citometría de flujo el nivel de fosfatidil serina expuesta al 
exterior de la membrana celular en las células NPA. Para ello, tratamos las células con 
los  inhibidores  U0126  y  BAY  43‐9006  durante  24,  48  y  72  horas  y  medimos  el 
porcentaje de células marcadas solo con Anexina V‐FITC (figura 29, B y C). Al igual que 
ocurría  con  los  experimentos  de  determinación  de  la  población  hipoploide,  los 
resultados obtenidos demuestran que el tratamiento con U0126 tampoco produce un 
aumento de los niveles basales de células marcadas con Anexina V‐FITC, mientras que 
la  incubación con BAY 43‐9006 aumenta el porcentaje de células marcadas solo con 
Anexina  V‐FITC  a medida  que  aumenta  el  tiempo  de  incubación,  observándose  un 
incremento de la apoptosis a partir de las 48 horas (figura 29, B y C). 
Estos resultados demuestran que la proteína B‐RAF oncogénica produce una señal de 
supervivencia  para  las  células  tumorales  que  la  contienen  y  que  su  eliminación  en 
estas células  induce el proceso de apoptosis por un mecanismo  independiente de  la 
activación de la vía MEK‐ERK. 
 
2.2. Relación entre las proteínas RAF y proteínas de la maquinaria apoptótica celular 
 
Otro  evento  indicativo de  apoptosis  es  la  activación de  la  cascada de  las  caspasas. 
Para  profundizar  en  el  papel  de  V600EB‐RAF  sobre  la  apoptosis  en  las  células  NPA, 
también examinamos  los efectos de  la falta de expresión de B‐RAF y de  la  inhibición 
de su actividad con BAY 43‐9006 sobre  la activación de  las proteínas proapoptóticas 
caspasas  (figura  30).  Estas  proteínas  se  activan  por  proteólisis  y  esto  es  un  paso 
significativo  en  la  fase de  ejecución de  la  apoptosis.  En primer  lugar  analizamos  el 
estado  de  activación  de  la  proteína  caspasa  3  en  las  células  NPA.  Para  ello, 
determinamos  los niveles de  la proteína completa,  tras  silenciar  la expresión de  las 
proteínas RAF con  siRNA. En  la  figura 30A  se puede observar que  la eliminación de 
V600EB‐RAF en estas células disminuye los niveles de caspasa 3 inactiva, mientras que la 
eliminación  de  C‐RAF  no  tiene  ningún  efecto.  Por  otra  parte,  examinamos  si  la 
eliminación de la actividad y/o expresión de V600EB‐RAF producía apoptosis a través de 
la activación de caspasas en células NPA. Para ello, las células transfectadas con siRNA 
para B‐RAF o incubadas con BAY 43‐9006 se pretrataron con el inhibidor de caspasas 
Z‐VAD‐FMK  (figura  30,  B  y  C).  Los  resultados  obtenidos  demuestran  que  el 
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tratamiento de las células NPA con Z‐VAD‐FMK, de forma previa al silenciamiento de 
B‐RAF,  revierte  la muerte  celular producida por  la  falta de  V600EB‐RAF  (figura 30B) y 
además  también bloquea  el  aumento de muerte  celular  inducido por BAY  43‐9006 
(figura 30C), lo que indica que la muerte celular inducida por la falta de expresión o de 
actividad de B‐RAF es apoptosis producida a través de la activación de caspasas. 
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Figura 30.  La  falta de expresión de  V600EB‐RAF produce apoptosis a  través de  la activación de 
caspasas.  A  y  B)  En  las  células  NPA  se  silenció  la  expresión  de  las  proteínas  RAF  con  oligos 
específicos de siRNA. Como control de la transfección se utilizó el oligo de siRNA inespecífico SC. 
A) A  las 72 horas  se prepararon  los correspondientes extractos celulares y  se determinaron  los 
niveles de procaspasa 3  inactiva mediante western blot, utilizando un anticuerpo específico para 
la  proteína.  Como  control  de  carga  se  utilizó  β‐tubulina.  Los  datos muestran  un  experimento 
representativo  de  tres  independientes  con  similares  resultados.  B)  6  horas  después  de  la 
transfección con los oligos de siRNA, las células NPA se trataron con 40 µM Z‐VAD‐FMK. 96 horas 
después de la transfección se midió el porcentaje de células con bajo contenido de ADN mediante 
análisis de  las células marcadas con  IP por citometría de flujo. Los datos representan  la media ± 
ESM de al menos tres experimentos independientes. C) Las células NPA se pretrataron con 40 µM 
Z‐VAD‐FMK durante 1 hora previa al tratamiento de 72 horas con 10 µM BAY 43‐9006. Pasado ese 
tiempo se midió el porcentaje de muerte celular en células marcadas con IP mediante citometría 
de flujo. Los datos representan la media ± ESM de al menos tres experimentos independientes. La 
estadística se refiere a los tratamientos indicados respecto a los mismos sin pretratar con Z‐VAD‐
FMK; **0,01>P>0,001; ***0,001>P. 
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Estudios previos de otros  investigadores han demostrado que  la  sobreexpresión de 
V600EB‐RAF disminuye los niveles y la actividad de algunas proteínas proapoptóticas de 
la  familia de Bcl‐2, como  las proteínas “BH3‐only” BIM y BAD  (289,290). Puesto que 
nuestros datos muestran que la falta de expresión de V600EB‐RAF aumenta la apoptosis 
en las células NPA, nos preguntamos si alguna proteína de esta familia sería diana de 
V600EB‐RAF en estas células. Para ello, estudiamos el efecto del  silenciamiento de B‐
RAF sobre  los niveles de expresión de  la proteína proapoptótica BIM y  las proteínas 
antiapoptóticas  Bcl‐2  y  Bcl‐XL  mediante  western  blot  (figura  31).  Nosotros 
observamos  que  la  falta  de  expresión  de  V600EB‐RAF  produce  una  disminución 
considerable de los niveles de expresión de Bcl‐2 y Bcl‐XL, mientras que aumenta los 
niveles  de  la  proteína  BIM  (figura  31),  lo  que  indica  que  V600EB‐RAF  induce 
supervivencia celular mediante la regulación de la expresión de estas proteínas de la 
maquinaria apoptótica de las células. 
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Figura 31. V600EB‐RAF regula la expresión de proteínas implicadas en apoptosis. En las células NPA 
se  silenció  la expresión de B‐RAF  con  siRNA específico. 72 horas después de  la  transfección  se 
prepararon extractos celulares y se determinaron  los niveles de  las proteínas BIM, Bcl‐2 y Bcl‐XL 
mediante western blot, utilizando anticuerpos específicos para cada una de ellas. Las membranas 
se rehibridaron con un anticuerpo anti‐β‐tubulina como control de carga. El silenciamiento de B‐
RAF se comprobó utilizando un anticuerpo específico para esta proteína. Los datos muestran un 
experimento  representativo  de  tres  independientes  con  similares  resultados.
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2.3. Papel de V600EB‐RAF sobre  la apoptosis producida por el agente proapoptótico 
etopósido 
Las  células  tumorales  suelen  presentar  una  elevada  resistencia  a  la  apoptosis  y 
nuestros  datos  demuestran  que  los  niveles  de  muerte  celular  producida  por  el 
silenciamiento de B‐RAF no son muy altos. Por ello, estudiamos si la falta de expresión 
de  V600EB‐RAF  potenciaba  los  efectos  de  algún  factor  proapoptótico  como  el 
etopósido,  inhibidor  de  la  topoisomerasa  II.  Para  estos  experimentos,  una  vez 
silenciada  la proteína B‐RAF en  las  células WRO y NPA,  las  tratamos  con etopósido 
durante  24  horas  y  cuantificamos  la  población  subG1  hipoploide  (figura  32A).  Los 
datos obtenidos muestran que el  tratamiento de  las células WRO con etopósido no 
produce ningún aumento de la apoptosis, ni en condiciones basales ni en células que 
carecen de B‐RAF (figura 32A). Sin embargo, la incubación de las células NPA con este 
inhibidor produce un ligero aumento de la apoptosis en condiciones basales y además 
la falta de expresión de V600EB‐RAFpotencia este efecto, produciendo un aumento en 
el porcentaje de muerte en estas células, de aproximadamente un 30 % respecto a las 
células control (figura 32A). Por otra parte, comprobamos la apoptosis producida por 
la  falta  de  V600EB‐RAF  y  el  tratamiento  con  etopósido  en  células  NPA mediante  la 
determinación de  cambios  en  el potencial de membrana mitocondrial  (figura  32B). 
Para ello  tratamos  las  células  con  las  condiciones anteriores  y determinamos dicho 
potencial  de  membrana  mediante  marcaje  con  la  sonda  TMRM  y  análisis  por 
citometría  de  flujo.  Como  cabía  esperar,  observamos  que  la  falta  de  V600EB‐RAF 
aumenta  aproximadamente  3  veces  el porcentaje  de  células  con  bajo  potencial  de 
membrana, el tratamiento con etopósido lo aumenta también 3 veces y, en las células 
que carecen de la proteína B‐RAF, el tratamiento con etopósido produce un aumento 
mucho mayor de la fracción de células con bajo potencial de membrana mitocondrial, 
de  aproximadamente  el  doble  que  el  producido  por  la  falta  de  V600EB‐RAF  o  el 
tratamiento  con  etopósido  por  separado  (figura  32B).  Por  último,  en  este  caso, 
también observamos que  la muerte producida tanto por  la falta de V600EB‐RAF, como 
por el etopósido, era independiente de la vía MEK‐ERK, ya que tras la incubación con 
este proapoptótico de las células que previamente habían sido tratadas con U0126 no 
observamos ningún cambio en el porcentaje de células hipoploides producido por el 
tratamiento con etopósido únicamente (figura 32C). 
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Figura 32. La falta de expresión de V600EB‐RAF potencia la apoptosis producida por el tratamiento 
con  etopósido.  A)  En  las  células  WRO  y  NPA  se  eliminó  la  expresión  de  B‐RAF  con  siRNA 
específico.  72  horas  después  de  la  transfección  las  células  se  trataron  con  etopósido  (50 µM) 
durante 24 horas. Pasado ese tiempo se midió el porcentaje de células hipoploides por citometría 
de flujo mediante marcaje con ioduro de propidio. B) Las células NPA se trataron como en A) y se 
midió el potencial de membrana mitocondrial por  citometría de  flujo mediante marcaje  con  la 
sonda TMRM. C) Las células WRO y NPA se pre‐trataron con DMSO o 10 µM U0126 durante 24 
horas  y  posteriormene  se  trataron  con  etopósido  durante  otras  24  horas.  Se  determinó  el 
porcentaje  de  células  hipoploides  mediante  citometría  de  flujo  por  marcaje  con  ioduro  de 
propidio. Los datos representan  la media ± ESM de al menos tres experimentos  independientes. 
La estadística se refiere a las células que carecen de B‐RAF tratadas con etopósido respecto a los 
correspondientes controles; **0,01>P>0,001;  ***0,001>P. 
 
Todos  estos  resultados  demuestran  que  V600EB‐RAF  aumenta  la  resistencia  a  la 
apoptosis en condiciones basales e  inducidas por drogas proapoptóticas, a través de 
un mecanismo  independiente de  la fosforilación de ERK,  la disminución de proteínas 
proapoptóticas,  el  aumento  de  proteínas  antiapoptóticas  de  la  familia  de  Bcl‐2  y 
mediado por la activación de caspasas.  
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3. RELACIÓN ENTRE V600EB‐RAF Y LA VÍA PI3K‐AKT EN LA SUPERVIVENCIA DE CÉLULAS 
TUMORALES 
Alteraciones en la función de la vía de señalización PI3K‐AKT también juegan un papel 
muy importante en la transformación celular y ha sido ampliamente descrito que esta 
vía está  implicada en  la supervivencia celular y en  la protección de  la apoptosis. Por 
ello, para conocer si el aumento de la apoptosis provocado por la ausencia de B‐RAF 
tenía  lugar  a  través  de  la  vía  PI3K‐AKT,  nos  planteamos  estudiar  si  existía  alguna 
interacción entre ellas.  
 
3.1 Papel de PI3K en la proliferación de células tumorales con la mutación V600EB‐RAF 
En primer  lugar comenzamos estudiando si  la proteína PI3K tiene algún efecto sobre 
la proliferación de  células que  contienen  la  forma oncogénica  V600EB‐RAF. Para ello, 
examinamos la tasa de proliferación mediante curvas de crecimiento de células WRO 
y NPA tratadas con el  inhibidor de PI3K LY294002 solo y en combinación con U0126. 
Los  resultados  obtenidos muestran  que  el  tratamiento  con  LY294002  produce  una 
disminución del crecimiento celular de aproximadamente un 40 % en las células WRO 
y un 60 % en las células NPA, mientras que la inhibición simultánea de PI3K y MEK con 
LY294002  y  U0126,  tiene  un  efecto  cooperativo  en  ambas  líneas  celulares, 
produciendo un descenso en la tasa de proliferación del 60 % y del 80 % en las células 
WRO y NPA respectivamente (figura 33). 
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Figura 33.  La  inhibición de PI3K disminuye  la proliferación  celular.  Las  células WRO  y NPA  se 
trataron  con  DMSO,  20  µM  LY294002,  10  µM  BAY  43‐9006  y  10  µM  U0126  según  se  indica 
durante 0, 24, 48 y 72 horas. Pasados esos tiempos se realizaron curvas de crecimiento mediante 
contaje de las células viables con un hemocitómetro. Los datos representan la media ± ESM de al 
menos tres experimentos independientes. 
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Estos  resultados  fueron  paralelos  a  los  encontrados  al  realizar  ensayos  de 
incorporación de timidina tritiada (figura 34). El tratamiento con LY294002 en ambas 
líneas celulares produjo una disminución en  la síntesis de ADN de aproximadamente 
un 30 %,  la  incubación con U0126, como habíamos mostrado previamente, también 
disminuyó  la  incorporación  de  timidina  en  un  25  %, mientras  que  el  tratamiento 
conjunto  con  ambos  inhibidores  produjo  una  disminución  aún  mayor  (un  60  % 
aproximadamente)  (figura  34).  Además,  en  este  caso,  analizamos  el  efecto  del 
tratamiento  conjunto  de  LY294002  con  BAY  43‐9006  y  observamos  también  una 
mayor disminución de  la síntesis de ADN, respecto a  los tratamientos por separado, 
solo en las células NPA (figura 34).  
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Figura 34. B‐RAF y PI3K  colaboran en  la proliferación de  las  células estudiadas.  Las  células  se 
trataron con DMSO, 10 µM BAY 43‐9006, 10 µM U0126 y 20 µM LY294002 durante 24 horas y se 
realizó un ensayo de incorporación de timidina tritiada. Los datos representan la media ± ESM de 
al menos tres experimentos independientes. La estadística se refiere a los tratamientos indicados 
respecto a sus controles; * 0,05>P>0,01; **0,01>P>0,001;  ***0,001>P. 
 
 
Por  todo esto podemos  afirmar que  tanto  la  vía B‐RAF‐MEK‐ERK,  como  la proteína 
PI3K,  participan  en  la  proliferación  de  células  tumorales  que  contienen  la  forma 
oncogénica  V600EB‐RAF y que  la  inhibición  simultánea de ambas vías  tiene un efecto 
sobre el crecimiento celular más potente que  la  inhibición  las mismas por separado.
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3.2. Papel de la vía PI3K‐AKT‐mTOR en la supervivencia inducida por V600EB‐RAF 
A continuación estudiamos el papel de esta vía sobre la supervivencia celular inducida 
por  V600EB‐RAF.  Para  ello,  determinamos  el  porcentaje  de  células  hipoploides 
mediante  citometría  de  flujo  en  células WRO  y  NPA,  con  y  sin  B‐RAF,  en  las  que 
inhibimos PI3K con  los  inhibidores LY294002 y wortmanina. Como  se muestra en  la 
figura 35A, el tratamiento con LY294002 o wortmanina por sí solo no  indujo muerte 
celular  en  ninguna  de  las  dos  líneas  celulares.  Sin  embargo,  el mismo  tratamiento 
sobre  las  células  NPA  en  las  que  se  había  eliminado  previamente  la  expresión  de 
V600EB‐RAF produjo un aumento significativo de  la apoptosis de aproximadamente un 
20 %,  respecto  a  las  células  control  (figura 35A). En  el  caso de  las  células WRO,  la 
eliminación de la expresión de B‐RAF junto con la inhibición de la actividad de PI3K, no 
tuvo ningún  efecto  (figura 35A). Para  corroborar  estos  resultados determinamos  el 
porcentaje de células NPA con caída del potencial de membrana mitocondrial en  las 
mismas  condiciones  (figura  35B).  Los  resultados  obtenidos  fueron  similares  a  los 
observados en  la determinación de  la población subG1 hipoploide;  la  incubación con 
los inhibidores LY294002 y wortmanina no produjo ningún aumento en el porcentaje 
de células con bajo potencial de membrana, mientras que el  tratamiento con estos 
inhibidores  en  células  en  las que  eliminamos  la  expresión de B‐RAF,  si  lo  aumentó 
significativamente,  respecto  a  las  células  que  no  contienen  V600EB‐RAF  sin  tratar 
(aproximadamente un 30 %)  (figura 35B). Por otra parte,  también determinamos  la 
apoptosis en células WRO y NPA tratadas con el inhibidor de PI3K LY294002 solo y en 
combinación  con  los  inhibidores  BAY  43‐9006  o U0126  (figura  35C).  En  este  caso, 
además  de  la  falta  de  efecto  del  tratamiento  individual  con  LY294002  vista 
anteriormente  en  ambas  líneas  celulares,  observamos  que  la  combinación  de 
LY294002  con  U0126  tampoco  produce  aumento  de  la  población  hipoploide.  Sin 
embargo,  el  tratamiento  simultáneo  con  LY294002  y  BAY  43‐9006  duplica  el 
porcentaje de células NPA con bajo contenido de ADN respecto al observado tras el 
tratamiento con BAY 43‐9006 solo (figura 35C). Estos datos demuestran que la muerte 
celular inducida al inhibir conjuntamente V600EB‐RAF y PI3K también es independiente 
de la vía MEK‐ERK. 
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Figura 35. La inhibición de PI3K tiene un efecto sinérgico con la falta de expresión de V600EB‐RAF 
en la inducción de apoptosis. A y B) En células WRO y NPA se silenció la expresión de B‐RAF con 
siRNA específico. 48 horas después de la transfección las células se trataron con 20 µM LY294002 
o 1 µM wortmanina, durante otras 48 horas. A) Porcentaje de células hipoploides determinado 
por  citometría  de  flujo mediante marcaje  con  ioduro  de  propidio.  B)  Potencial  de membrana 
mitocondrial determinado por citometría de  flujo mediante marcaje con  la sonda TMRM. C) Las 
células WRO y NPA se trataron con DMSO, 10 µM BAY 43‐9006, 10 µM U0126 o 20 µM LY294002 
como se  indica durante 48 y 72 horas. Se determinó el porcentaje de muerte celular en células 
marcadas con ioduro de propidio mediante citometría de flujo. Los datos representan la media ± 
ESM de al menos tres experimentos  independientes. A y B) La estadística se refiere a  las células 
sin B‐RAF tratadas con LY294002 respecto a las células sin B‐RAF; * 0,05>P>0,01; **0,01>P>0,001;  
***0,001>P. C) La estadística se refiere a las células tratadas respecto a su control; * 0,05>P>0,01; 
**0,01>P>0,001;  ***0,001>P.  
 
Una  vez  observado  que  la  inhibición  de  PI3K  produce  un  aumento  de  la  apoptosis 
cuando  la proteína V600EB‐RAF no se expresa, estudiamos si este efecto se producía a 
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través  de  su  proteína  efectora  AKT.  En  primer  lugar  analizamos  los  niveles  de 
apoptosis en células NPA, que expresan o carecen de la proteína B‐RAF, tratadas con 
el  inhibidor  de  AKT  ALX.  Como  se  observa  en  la  figura  36,  la  incubación  con  el 
inhibidor ALX produjo un ligero aumento de la apoptosis en condiciones basales, pero 
este aumento fue mucho mayor, de aproximadamente un 40 %, en células a  las que 
se había inhibido la expresión de B‐RAF mediante siRNA (figura 36).  
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Figura  36.  La  inhibición  de  AKT  aumenta  el  nivel  de  apoptosis  producido  por  la  falta  de 
expresión de V600EB‐RAF. En las células NPA se silenció la expresión de B‐RAF con siRNA específico. 
48 horas después de la transfección se trataron las células con DMSO, 20 µM LY294002 o 30 µM 
ALX durante otras 48 horas. El porcentaje de células con bajo contenido de ADN se determinó en 
células marcadas con  ioduro de propidio mediante citometría de  flujo. Los datos representan  la 
media ± ESM de al menos tres experimentos independientes. La estadística se refiere a las células 
sin  B‐RAF  tratadas  con  LY294002  o  ALX  respecto  a  las  células  sin  B‐RAF;  **0,01>P>0,001;  
***0,001>P. 
 
De los diferentes sustratos de AKT que median supervivencia, se ha demostrado que 
mTOR  es  un  punto  de  convergencia  en  el  control  del  crecimiento  y  supervivencia 
celular al recibir señales de  las vías de Ras y PI3K (179). Es una de  las proteínas que 
participa más activamente en  la supresión de  la apoptosis de células tumorales y su 
función  también  se  ha  relacionado  con  la  regulación  de  BIM  (289).  Puesto  que 
nosotros  hemos  demostrado  anteriormente  que  la  falta  de  V600EB‐RAF  aumenta  la 
expresión  de  este  factor  proapoptótico,  analizamos  si  la  inhibición  de mTOR  tenía 
algún efecto  sobre  la apoptosis en  función de que  las  células expresen o no  V600EB‐
RAF. Para ello, tras la eliminación de la expresión de B‐RAF, tratamos las células NPA 
con  el  inhibidor  de  mTOR  rapamicina  (figura  37A).  Los  resultados  obtenidos  al 
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determinar los niveles de la población sub‐G1 hipoploide muestran que la rapamicina 
no produce apoptosis en condiciones basales; sin embargo, al igual que ocurría con la 
inhibición de PI3K o AKT, cuando inhibimos mTOR en células que no expresan B‐RAF, 
la rapamicina potencia el efecto de la falta de este oncogén, produciendo un aumento 
significativo de la apoptosis de hasta un 20 % (figura 37A). De los dos complejos mTOR 
existentes, mTORC1  y mTORC2,  solo  el  primero  es  inhibido  por  rapamicina  y  éste 
complejo  está  implicado  en  la  síntesis  de  proteínas  a  través  de  la  activación  de  la 
quinasa p70S6K. Por ello, en último lugar, comprobamos si la inhibición de la síntesis 
de proteínas también potenciaba el efecto de la ausencia de B‐RAF en las células NPA. 
Para ello, las células con o sin B‐RAF, tras el tratamiento con siRNA, se incubaron con 
cicloheximida. Los datos mostrados en  la figura 37B demuestran que  la  inhibición de 
la síntesis de proteínas produce el mismo efecto que la rapamicina; en células con B‐
RAF  la cicloheximida no  tiene ningún efecto, mientras que el mismo  tratamiento en 
células que carecen de B‐RAF potencia el efecto de  la  falta de esta proteína, dando 
lugar a un aumento de la apoptosis de aproximadamente un 20 % (figura 37B). 
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Figura 37. La inhibición de mTOR y de la síntesis de proteínas junto con la falta de expresión de 
V600EB‐RAF  produce  un  aumento  sinérgico  de  la  apoptosis.  En  las  células  NPA  se  silenció  la 
expresión de B‐RAF  con  siRNA específico. A) 48 horas después de  la  transfección  las  células  se 
trataron con DMSO, 20 µM LY294002 o 50 nM rapamicina. B) 72 horas después de la transfección 
las células se trataron con 5 µg/mL cicloheximida (CHX) durante otras 24 horas. Pasadas 96 horas 
desde  la  transfección,  se  determinó  el  porcentaje  de muerte  celular  en  células marcadas  con 
ioduro  de  propidio mediante  citometría de  flujo.  Los datos  representan  la media  ±  ESM  de  al 
menos tres experimentos independientes. La estadística se refiere a las células sin B‐RAF tratadas 
con rapamicina o cicloheximida respecto a las células sin B‐RAF; * 0,05>P>0,01; ***0,001>P. 
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Dado que nuestros datos demuestran que la vía PI3K‐AKT‐mTOR sinergiza con V600EB‐
RAF en  la prevención de  la apoptosis y que  los mayores niveles de muerte celular se 
obtienen cuando se inhiben ambas vías, estudiamos la relación entre ellas. En primer 
lugar determinamos el estado de activación de AKT en células que expresan B‐RAF y 
en aquellas en las que inhibimos su expresión (figura 38A). En este caso, observamos 
que  las células que expresan V600EB‐RAF no presentan una fosforilación basal de AKT, 
pero cuando bloqueamos la expresión de B‐RAF se produce un aumento significativo 
de su fosforilación, sin modificar sus niveles de expresión (figura 38A).  
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Figura  38.  La  proteína  V600EB‐RAF  inhibe  la  vía  PI3K‐AKT‐mTOR‐p70S6K.  Las  células  NPA  se 
transfectaron con un oligo control  (SC) o un oligo de  siRNA específico para B‐RAF  (siB‐RAF). 48 
horas después de  la  transfección  las  células  se  trataron  con DMSO, 20 µM  LY294002 o 50 nM 
rapamicina  como  se  indica  durante  48  horas.  Pasadas  72  horas  desde  la  transfección,  se 
prepararon  los correspondientes extractos celulares. Los niveles de  fosforilación de AKT  (p‐AKT) 
(A)  y  p70S6K  (p‐p70S6K)  (B)  se  determinaron  mediante  western  blot  utilizando  anticuerpos 
específico cada una de ellas. Como controles de carga se utilizaron  la proteína AKT total (A) y β‐
tubulina  (B).  Los  datos muestran  un  experimento  representativo  de  tres  independientes  con 
similares resultados. 
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Además, este aumento de  fosforilación de AKT en ausencia de B‐RAF, se produce a 
través de PI3K, ya que la inhibición de la actividad de PI3K con LY294002 anula dicho 
aumento  (figura 38A).  Estos  resultados  indican que  la  forma oncogénica  V600EB‐RAF 
inhibe la fosforilación de AKT. Para comprobar que este efecto se transmitía a través 
de  la  vía  PI3K‐AKT‐mTOR,  estudiamos  el  efecto  de  la  falta  de  expresión  de  B‐RAF 
sobre  la  proteína  sustrato  de  mTOR  p70S6K,  la  cual  participa  en  la  síntesis  de 
proteínas (figura 38B). Al analizar  los niveles de fosforilación de p70S6K observamos 
unos  resultados  paralelos  a  los  obtenidos  con  AKT.  Esta  proteína  no  se  encuentra 
fosforilada  basalmente,  pero  tras  la  inhibición  de  la  expresión  de  V600EB‐RAF  se 
produce un  aumento  en  su  fosforilación  (figura  38B). Además,  este  aumento de  la 
fosforilación de p70S6K es dependiente de PI3K y mTOR, puesto que el  tratamiento 
con  los  inhibidores  de  estas  proteínas,  LY294002  y  rapamicina  respectivamente, 
bloquea esta fosforilación (figura 38B), lo que indica que V600EB‐RAF bloquea la vía de 
señalización PI3K‐AKT‐mTOR‐p70S6K a nivel de PI3K. 
 
Todos  estos datos  indican que  V600EB‐RAF  se  comporta  como un  inhibidor de  la  vía 
PI3K‐AKT‐mTOR‐p70S6K y que  su ausencia aumenta  la actividad de esta vía,  lo que 
podría  explicar  los  bajos  niveles  de  apoptosis  cuando  únicamente  se  elimina  su 
expresión y que la apoptosis sea mucho mayor en ausencia de ambas vías.  
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4. PAPEL DE V600EB‐RAF SOBRE LA VíA DE NF‐κB  
4.1. Efecto de V600EB‐RAF sobre la actividad transcripcional de NF‐κB 
Numerosos estudios han demostrado que NF‐κB está involucrado en la regulación de 
procesos  inflamatorios,  proliferativos  y  apoptóticos.  Además,  este  factor  de 
transcripción  también  juega  un  papel  importante  en  carcinogénesis  promoviendo 
resistencia a la apoptosis, crecimiento celular y metástasis. 
Nuestros  resultados muestran  que  V600EB‐RAF  posee  una  función  antiapoptótica  y 
regula la expresión de algunas proteínas implicadas en apoptosis. Por otra parte, se ha 
descrito que los genes que codifican para algunas de estas proteínas se regulan por el 
factor de transcripción NF‐κB. Por ello, decidimos estudiar si V600EB‐RAF ejerce algún 
tipo de regulación sobre la vía de NF‐κB en células tumorales.  
En  primer  lugar  analizamos  el  efecto  del  nivel  de  actividad  de  B‐RAF  sobre  la 
transcripción  dependiente  de NF‐κB.  Para  ello,  las  células  se  transfectaron  con  los 
plásmidos  reporteros  de  luciferasa  y  renilla,  pGL3‐3xNF‐κB‐TK‐Luc  y  pRL‐TK‐Renilla, 
junto con diferentes plásmidos que codifican proteínas mutantes de B‐RAF con mayor 
actividad que  la proteína B‐RAF silvestre: V600EB‐RAF, con una actividad quinasa alta; 
L597VB‐RAF, G464VB‐RAF y G466VB‐RAF, con una actividad quinasa  intermedia  (95). Estos 
experimentos  los realizamos tanto en células WRO como en células NPA, a pesar de 
que  éstas  últimas  contienen  la  proteína  V600EB‐RAF  endógena,  ya  que  se  ha 
demostrado  que  la  sobrexpresión  transfección  de  esta  proteína mutante  en  estas 
células potencia los efectos de B‐RAF endógeno y aumenta determinados parámetros 
como la invasión (291). 
Previamente, comprobamos la expresión de los distintos mutantes mediante ensayos 
de  actividad quinasa  tras  inmunoprecipitar  las proteínas  expresadas  ectópicamente 
con un anticuerpo anti‐myc. Como se muestra en la figura 39A, cuando las células se 
transfectaron  con  las  construcciones  L597VB‐RAF,  G464VB‐RAF  y  G466VB‐RAF  se observó 
que estos mutantes poseen entre 1,2 y 4 veces más actividad que  la proteína B‐RAF 
silvestre.  
Además, como cabía esperar, la transfección con el plásmido que codifica para V600EB‐
RAF mostró  que  este mutante  es mucho más  activo,  observándose  una  actividad 
aproximadamente 16 veces mayor que  la actividad de B‐RAF silvestre en  las células 
WRO y unas 30 veces en  las células NPA (figura 39A). Además, comprobamos que  la 
transfección  de  V600EB‐RAF  produce  un  aumento  en  los  niveles  de  B‐RAF  en  estas 
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células mediante  western  blot  (figura  39B)  y  demostramos  que  este  aumento  de 
expresión  se  traduce  en  un  aumento  de  la  fosforilación  de  ERK  en  ambas  líneas 
celulares (figura 39C). 
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Figura 39. Actividad de distintos mutantes de B‐RAF sobrexpresados en células WRO y NPA y su 
efecto  sobre  la  fosforilación de ERK. A)  Las  células WRO y NPA  se  transfectaron  con el vector 
vacio (plink) o los plásmidos que codifican para las formas mutantes de B‐RAF: V600EB‐RAF (V600E), 
L597VB‐RAF (L597V), G464VB‐RAF (G464V) y G466VB‐RAF (G466V). 72 horas después de la transfección 
se  prepararon  extractos  celulares,  se  inmunoprecipitó  la  proteína  B‐RAF  exógena  con  un 
anticuerpo anti‐myc y se realizó un ensayo de actividad quinasa con el inmunoprecipitado. B) Las 
células WRO  y  NPA  se  transfectaron  con  el  plásmido  de  V600EB‐RAF.  72  horas  después  de  la 
transfección  se  prepararon  extractos  celulares  y  se  realizó  un western  blot  con  un  anticuerpo 
específico de B‐RAF. C) Las células WRO y NPA se transfectaron con las concentraciones indicadas 
de plásmido de V600EB‐RAF. 72 horas después de la transfección se prepararon extractos celulares y 
se  realizó un western blot con un anticuerpo específico para ERK  fosforilada  (p‐ERK). B y C) Las 
membranas se rehibridaron con anticuerpos específicos de β‐tubulina o ERK2 como controles de 
carga. Los datos muestran un experimento  representativo de  tres  independientes con  similares 
resultados.  
 
 
A  continuación  determinamos  la  actividad  de  NF‐κB  en  las mismas  condiciones  y 
observamos que  la  sobreexpresión de  los distintos mutantes de B‐RAF produce  un 
aumento en la actividad transcripcional dependiente de NF‐κB paralelo a su actividad 
quinasa en ambos tipos celulares, aunque fue mucho mayor en el caso de las células 
NPA (figura 40). En las células WRO solo se observó un aumento de unas dos veces de 
la actividad de NF‐κB con  la sobreexpresión de  los mutantes G464VB‐RAF y V600EB‐RAF 
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(figura 40A). En cuanto a las células NPA, todos los mutantes aumentaron la actividad 
de NF‐κB, pero este aumento fue considerablemente mayor en el caso de las células 
que sobreexpresan  V600EB‐RAF, donde observamos un  incremento de  la actividad de 
NF‐κB de unas 8 veces respecto a las células control (figura 40B). Para examinar a que 
se debían  las diferencias tan grandes entre ambas  líneas celulares determinamos su 
actividad NF‐κB en  condiciones basales.  Los  resultados obtenidos demostraron que 
las  células WRO poseen unos niveles basales de  actividad  transcripcional de NF‐κB 
muy elevados, mientras que las células NPA mostraron una actividad casi indetectable 
(figura 40C). Esto puede explicar porque  la sobreexpresión de  los distintos mutantes 
induce unos aumentos tan pequeños en las células WRO. 
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Figura  40.  La  sobreexpresión  de  mutantes  de  B‐RAF  aumenta  la  actividad  transcripcional 
dependiente de NF‐κB. A y B) Las células WRO y NPA se cotransfectaron con los plásmidos pGL3‐
3x NF‐κB ‐TK‐Luc y pRL‐TK‐Renilla junto con el vector vacio o los plásmidos que codifican para las 
mutantes  de  B‐RAF:  V600EB‐RAF  (V600E),  L597VB‐RAF  (L597V),  G464VB‐RAF  (G464V)  y  G466VB‐RAF 
(G466V). 72 horas después se prepararon extractos celulares y se midió  la actividad  luciferasa y 
renilla de  los mismos.  La actividad  luciferasa  se normalizó  con  la actividad  renilla y  se expresó 
como número de veces de aumento respecto al control (células transfectadas con el vector vacio). 
C)  Comparativa  de  la  actividad  transcripcional  basal  de  NF‐κB  de  las  células  NPA  y WRO.  La 
actividad luciferasa y renilla se determinó como en A). Los datos representan la media ± ESM de al 
menos tres experimentos  independientes. La estadística se refiere en cada caso al control de  la 
transfección. *0,05>P>0,01; **0,01>P>0,001; ***0,001>P. 
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Además,  también  estudiamos  la  modificación  de  la  actividad  transcripcional 
dependiente  de  NF‐κB  inducida  por  los  distintos  mutantes  de  B‐RAF  en  células 
estimuladas  con  TNFα. Como  se muestra  en  la  figura  41,  el  tratamiento  con  TNFα 
produjo un aumento de unas 2 veces en la actividad de NF‐κB en las células WRO y de 
aproximadamente unas 10  veces en  las  células NPA,  comparado  con  las  células  sin 
tratar. Por otra parte, los niveles de actividad de NF‐κB fueron mucho mayores en las 
células  tratadas  con TNFα que  sobreexpresan  los distintos mutantes,  respecto a  las 
tratadas únicamente con esta citoquina. Así, la actividad de NF‐κB inducida por TNFα 
fue aproximadamente 3 veces mayor en las células WRO y unas 5 veces mayor en las 
células NPA que sobreexpresan V600EB‐RAF,  respecto a  las células  tratadas con TNFα 
que únicamente contienen la proteína B‐RAF endógena (figura 41, A y B).  
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Figura 41. V600EB‐RAF estimula la actividad de NF‐κB de forma independiente de TNFα. A y B) Las 
células WRO y NPA se cotransfectaron con los plásmidos pGL3‐3x NF‐κB ‐TK‐Luc y pRL‐TK‐Renilla 
junto con el vector vacio o con  los plásmidos que codifican para  las formas mutantes de B‐RAF: 
V600EB‐RAF (V600E), L597VB‐RAF (L597V), G464VB‐RAF (G464V) y G466VB‐RAF (G466V). 48 horas después 
de  la  transfección  las  células  se  estimularon  con  2  nM  TNFα  durante  24  horas.  La  actividad 
luciferasa y renilla se midió en  los extractos celulares. La actividad  luciferasa se normalizó con  la 
actividad  renilla  y  se  expresó  como  número  de  veces  de  aumento  respecto  al  control  (células 
transfectadas  con  el  vector  vacio).  Los  datos  representan  la media  ±  ESM  de  al menos  tres 
experimentos independientes. La estadística se refiere al tratamiento con TNFα de las células que 
sobreexpresan  algún  mutante  respecto  al  control  de  la  transfección.  *0,05>P>0,01; 
**0,01>P>0,001. 
 
Estos  datos  indican  que  B‐RAF  aumenta  la  actividad  transcripcional  de  NF‐κB 
proporcionalmente  a  su  actividad quinasa  y que dicha  activación  se  realiza de una 
forma independiente a la ruta de señalización del TNFα.              
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Para  confirmar  el  papel  de  B‐RAF  sobre  la  transcripción  dependiente  de  NF‐κB, 
examinamos la actividad de este factor de transcripción en las células WRO y NPA tras 
inhibir la expresión de B‐RAF.Debido a los bajos niveles de actividad transcripcional de 
NF‐κB  que  poseen  las  células  NPA,  cuando  analizamos  su  actividad  al  inhibir  la 
expresión de B‐RAF con siRNA no observamos ninguna disminución (figura 42). Como 
esperabamos, tampoco observamos ninguna disminución de  la actividad de NFκB en 
células tratadas con TNFα, lo que confirma que los efectos producidos por V600EB‐RAF 
y esta citoquina son independientes. Por todo esto, para confirmar el papel de V600EB‐
RAF  sobre  la  actividad  transcripcional  de  NFκB  utilizamos  otras  aproximaciones 
experimentales.  
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Figura 42. La falta de expresión de B‐RAF no modifica la actividad transcripcional basal de NF‐κB 
en  células NPA. Las células NPA  se cotransfectaron con  los plásmidos pGL3‐3x NF‐κB  ‐TK‐Luc y 
pRL‐TK‐Renilla y el siRNA específico para B‐RAF, o en su caso el siRNA control SC. 48 después de la 
transfección las células correspondientes se trataron con 2 nM TNFα durante las últimas 24 horas. 
A las 72 desde la transfección se prepararon extractos celulares y se realizó un ensayo de actividad 
luciferasa y renilla. La actividad luciferasa se normalizó con la actividad renilla y se expresó como 
número de veces de aumento  respecto al control. Los datos  representan  la media ± ESM de al 
menos tres experimentos independientes.  
 
Está  descrito  en  la  literatura  que  la  chaperona  Hsp90  estabiliza  a  B‐RAF  y  que  la 
inhibición de Hsp90 con geldanamicina produce la desestabilización y degradación de 
B‐RAF, disminuyendo la cantidad de esta proteína en las células (292). Así, estudiamos 
como la desestabilización de B‐RAF oncogénico afecta a la actividad transcripcional de 
NF‐κB. Como control del efecto de la geldamicina sobre los niveles de proteína B‐RAF, 
determinamos  los  niveles  de  esta  proteína  en  las  células  NPA  tratadas  con  este 
inhibidor y observamos que, efectivamente, disminuye la cantidad de proteína B‐RAF 
en las células (figura 43A). En cuanto a la actividad de NF‐κB, los resultados obtenidos 
demostraron  que  el  tratamiento  con  geldanamicina  revierte  totalmente  la 
transcripción  dependiente  de NF‐κB  inducida  por  V600EB‐RAF,  tanto  en  condiciones 
basales (figura 43, B y C) como tras la estimulación con TNFα (figura 43, D y E). 
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Figura 43. El inhibidor geldanamicina anula el aumento de la transcripción dependiente de NF‐
κB inducido por V600EB‐RAF. A) Nivel de proteína B‐RAF en las células NPA tras el tratamiento con 
DMSO  o  1 µM  geldanamicina  (Geld)  durante  24  horas.  Se  prepararon  extractos  celulares  y  se 
realizó un western blot con un anticuerpo específico para B‐RAF. La membrana se rehibridó con un 
anticuerpo  anti‐β‐tubulina  como  control  de  carga.  Los  datos  muestran  un  experimento 
representativo  de  tres  con  similares  resultados.  B,  C,  D  y  E)  Las  células  WRO  y  NPA  se 
cotransfectaron con  los plásmidos pGL3‐3x NF‐κB ‐TK‐Luc y pRL‐TK‐Renilla  junto con el plásmido 
que codifica para V600EB‐RAF (V600E). Pasadas 48 horas de  la transfección,  las células se trataron 
con DMSO o 1 µM geldanamicina durante 24 horas. Se prepararon extractos celulares y se realizó 
un ensayo de actividad  luciferasa y  renilla. La actividad  luciferasa  se normalizó con  la actividad 
renilla y se expresó como número de veces de aumento respecto al control (células transfectadas 
con el vector vacio). B y C) Condiciones basales. D y E) Estimulación con 2 nM TNFα durante  las 
últimas  24  horas.  Los  datos  representan  la  media  ±  ESM  de  al  menos  tres  experimentos 
independientes. La estadística se refiere a las células que sobreexpresan V600EB‐RAF  tratadas con 
geldanamicina de respecto a las mismas sin tratar. *0,05>P>0,01. 
Resultados 
104 
Otra  forma de  regular  la  actividad de B‐RAF  es  a  través de  la proteína  adaptadora 
RKIP. En este sentido se ha demostrado que RKIP se une tanto a C‐RAF como a B‐RAF 
inhibiendo la actividad de ambas proteínas (110). Por ello, estudiamos el efecto de la 
sobreexpresión  de  RKIP  sobre  la  actividad  transcripcional  de  NF‐κB  inducida  por 
V600EB‐RAF. Como se muestra en  la  figura 44,  la sobreexpresión de RKIP revierte casi 
por completo  la actividad de NF‐κB  inducida por V600EB‐RAF. Este efecto, al  igual que 
ocurría  con  la  incubación  con  geldanamicina,  ocurre  tanto  en  condiciones  basales 
(figura 44, A y B), como tras la estimulación con TNFα (figura 44, C y D).  
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Figura 44. RKIP  inhibe el aumento en  la actividad transcripcional de NF‐κB  inducido por V600EB‐
RAF. Las células WRO y NPA se cotransfectaron con los plásmidos pGL3‐3xNF‐κB‐TK‐Luc y pRL‐TK‐
Renilla junto con los plásmidos que codifican para V600EB‐RAF (V600E) y RKIP. Pasadas 72 horas de 
la transfección, se prepararon extractos celulares y se realizó un ensayo de actividad  luciferasa y 
renilla. La actividad luciferasa se normalizó con la actividad renilla y se expresó como número de 
veces  de  aumento  respecto  al  control  (células  transfectadas  con  el  vector  vacio).  A  y  B) 
Condiciones  basales.  C  y  D)  Estimulación  con  TNFα  durante  las  últimas  24  horas.  Los  datos 
representan  la media  ±  ESM  de  al menos  tres  experimentos  independientes.  La  estadística  se 
refiere  a  las  células  transfectadas  con  V600EB‐RAF  y  RKIP  respecto  a  las  células  que  solo 
sobreexpresan V600EB‐RAF. *0,05>P>0,01.  
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Además,  como  controles,  comprobamos  la  sobreexpresión de RKIP mediante 
western blot  (figura 45A), y  cómo  la presencia de esta proteína disminuye  la 
actividad quinasa de V600EB‐RAF en ambas líneas celulares (figura 45B). 
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Figura 45. Nivel de expresión de RKIP y su efecto sobre la actividad de B‐RAF. Las células WRO y 
NPA se transfectaron con los plásmidos que codifican para V600EB‐RAF y RKIP como se indica. A) 72 
horas  después  de  la  transfección  se  prepararon  los  correspondientes  extractos  celulares  y  se 
determinó  el  nivel  de  expresión  de  la  proteína  exógena  RKIP  por  western  blot  utilizando  un 
anticuerpo específico para el epítopo Flag. La membrana se rehibridó con un anticuerpo anti‐β‐
tubulina como control de carga. Se muestra un experimento representativo de tres con similares 
resultados. B) 72 horas después de  la transfección se determinó el nivel de activación de B‐RAF. 
Para ello se prepararon extractos celulares, se inmunoprecipitó la proteína B‐RAF exógena con un 
anticuerpo  anti‐myc  y  se  realizó  un  ensayo  de  actividad  quinasa  en  el  inmunoprecipitado.  Los 
datos muestran un experimento representativo de tres con similares resultados.  
 
Una  vez  visto  que  V600EB‐RAF  modula  la  actividad  transcripcional  de  NF‐κB,  nos 
planteamos  si este efecto era dependiente o  independiente de MEK‐ERK. Para ello, 
realizamos experimentos similares en células WRO y NPA transfectadas con los genes 
reporteros  de  luciferasa  y  renilla,  así  como  con  el  plásmido  de  V600EB‐RAF  y  las 
tratamos  con  el  inhibidor  de  MEK,  U0126.  Como  se  observa  en  la  figura  46,  la 
inhibición  de MEK  produjo  una  disminución  en  la  actividad  de NF‐κB  inducida  por 
V600EB‐RAF  tanto en condiciones basales  (figura 46, A y B) como  tras  la estimulación 
con TNFα (figura 46, C y D).  
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Figura 46.  V600EB‐RAF aumenta  la actividad  transcripcional de NF‐κB a  través de MEK‐ERK. Las 
células WRO y NPA se cotransfectaron con  los plásmidos pGL3‐3xNF‐κB‐TK‐Luc y pRL‐TK‐Renilla 
junto  con  el  plásmido  que  codifica  para  V600EB‐RAF  (V600E).  Pasadas  24  horas  las  células  se 
trataron  con DMSO  o  10  µM U0126  durante  las  siguientes  48  horas.  Se  prepararon  extractos 
celulares  y  se  realizó  un  ensayo  de  actividad  luciferasa  y  renilla.  La  actividad  luciferasa  se 
normalizó con  la actividad  renilla y  se expresó como número de veces de aumento  respecto al 
control (células transfectadas con el vector vacio). A y B) Condiciones basales. C y D) Estimulación 
con TNFα durante  las últimas 24 horas. Los datos representan  la media ± ESM de al menos tres 
experimentos independientes. La estadística se refiere a las células transfectadas con V600EB‐RAF y 
tratadas  con  U0126  respecto  a  las  que  solo  sobreexpresan  V600EB‐RAF.  *0,05>P>0,01; 
**0,01>P>0,001; ***0,001>P. 
 
 
A  la  vista  de  todos  estos  resultados  podemos  concluir  que  V600EB‐RAF  aumenta  la 
transcripción dependiente de NF‐κB y que este aumento se produce a  través de un 
mecanismo dependiente de la vía MEK‐ERK.  
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4.2.  V600EB‐RAF  regula  la  degradación  de  IκBα  y  la  translocación  al  núcleo  de 
p65/RelA de manera dependiente de ERK 
La  función  de  NF‐κB  es  regulada  en  parte  por  un  proceso  celular  que  implica  la 
fosforilación y degradación de su proteína  inhibidora IκBα. Este proceso deja  libre al 
complejo NF‐κB para translocarse al núcleo y activar la transcripción, tras su unión al 
ADN.  Por  tanto,  para  determinar  el mecanismo  por  el  que  la  vía  B‐RAF‐MEK‐ERK 
induce  la transcripción dependiente de NF‐κB, estudiamos a qué nivel  interaccionan 
ambas  vías  de  señalización,  examinando  dos  parámetros  característicos  de  la 
actividad de NF‐κB, la degración de IκBα y la translocación de p65/RelA al núcleo, en 
respuesta a cambios en la actividad de B‐RAF. 
En  primer  lugar  analizamos  los  niveles  de  IκBα  en  extractos  citosólicos  de  células 
WRO  y  NPA  que  sobreexpresan  V600EB‐RAF  incubadas  en  ausencia  o  presencia  del 
inhibidor U0126, mediante western blot. Como se muestra en la figura 47A, al analizar 
la  cantidad  total de  IκBα expresada en  las  células observamos que  la  inhibición de 
MEK  con  U0126  produce  un  aumento  de  los  niveles  de  IκBα  en  el  citosol;  este 
aumento  fue bastante significativo en el caso de  las células NPA,  respecto a células 
control sin transfectar y sin tratar (figura 47A).  
Sin embargo, la sobreexpresión de V600EB‐RAF no produce una clara disminución de los 
niveles  de  IκBα,  indicativos  de  degradación,  como  cabría  esperar,  posiblemente 
debido  al  rápido  recambio  de  esta  proteína,  cuya  vida media  es muy  corta.  Para 
analizar este efecto  con mayor precisión, estudiamos  la  cinética de degradación de 
IκBα en extractos  citosólicos de  células  transfectadas  con  V600EB‐RAF y  tratadas  con 
cicloheximida, para inhibir de esta forma la síntesis de nuevas moléculas de IκBα. En 
este caso, observamos que los niveles de IκBα disminuyeron más rápido en las células 
NPA que sobreexpresan V600EB‐RAF respecto a  las células control (figura 47B),  lo que 
indica que este oncogén provoca una disminución en  la estabilidad de este  inhibidor 
de NF‐κB.  En  el  caso  de  las  células WRO,  debido  a que  éstas  poseen  unos  niveles 
basales  muy  bajos  de  IκBα  no  observamos  diferencias  tras  el  tratamiento  con 
cicloheximida (datos no mostrados).  
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Figura 47. V600EB‐RAF reduce los niveles de IκBα a través de MEK‐ERK. A) Las células WRO y NPA 
se  transfectaron  con el plásmido que  codifica para  V600EB‐RAF  (V600E). 24 horas después de  la 
transfección,  se  trataron  las  células  con DMSO  o  10 µM U0126  (U0)  durante  48  horas. B)  Las 
células NPA se transfectaron con el plásmido que codifica para V600EB‐RAF. Se  incubaron durante 
72  horas  y  al  final  de  este  tiempo  se  trataron  con  cicloheximida  (CHX)  durante  los  tiempos 
indicados. A y B) Tras los distintos tratamientos se prepararon extractos citosólicos y se analizó la 
cantidad de  IκBα existente en  las células utilizando un anticuerpo específico para esta proteína 
mediante western blot. Las membranas se rehibridaron con un anticuerpo anti‐β‐tubulina como 
control  de  carga.  Los  datos  muestran  un  experimento  representativo  de  tres  experimentos 
independientes con similares resultados.  
  
Las modificaciones en los niveles de IκBα deberían ir acompañadas de cambios 
en  la  translocación  de  la  subunidad  p65/RelA  al  núcleo.  Para  analizar  esta 
posibilidad  determinamos  los  niveles  de  p65/RelA  en  extractos  nucleares  de 
células NPA en las que sobreexpresamos V600EB‐RAF e inhibimos la vía MEK‐ERK 
con el inhibidor U0126. Como se puede observar en la figura 48, en paralelo a 
la degradación de IκBα observada, la sobreexpresión de V600EB‐RAF produce un 
aumento  de  los  niveles  de  p65/RelA  en  el  núcleo  y  el  tratamiento  con  el 
inhibidor U0126  revierte  la  translocación de p65/RelA al núcleo  inducida por 
V600EB‐RAF.  
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Figura 48. V600EB‐RAF aumenta la translocación de p65/RelA al núcleo a través de MEK‐ERK. Las 
células NPA se transfectaron con el plásmido que codifica para V600EB‐RAF. Pasadas 24 horas de la 
transfección,  se  trataron  las  células  con  DMSO  ó  10  µM  U0126  (U0)  durante  48  horas.  Se 
prepararon  extractos  nucleares  y  se  analizó  la  cantidad  de  p65/RelA  existente  en  el  núcleo 
utilizando un anticuerpo específico para esta proteína mediante western blot. Las membranas se 
rehibridaron con un anticuerpo específico para PARP como control de carga. Los datos muestran 
un experimento representativo de tres experimentos independientes con similares resultados.  
 
Todos estos datos demuestran que V600EB‐RAF modifica  la transcripción dependiente 
de NF‐κB afectando a  la vía  canónica de activación de este  factor de  transcripción, 
que implica la degradación de IκBα y la translocación de p65/RelA al núcleo, a través 
de un mecanismo dependiente de la activación de MEK‐ERK.  
 
 
4.3. V600EB‐RAF aumenta  la actividad de transactivación de p65/RelA a través de  la 
vía MEK‐ERK‐MSK1 
Existe un mecanismo de  activación de NF‐κB  alternativo  e  independiente de  la  vía 
canónica  y de  la degradación de  IκBα,  a  través de  la  fosforilación de  la  subunidad 
p65/RelA  en  el  residuo  S276  por  la  proteína MSK1,  la  cual  aumenta  su  capacidad 
transactivadora. Dado que MSK1 es una proteína efectora de ERK, estudiamos  si el 
aumento de la actividad transcripcional de NF‐κB inducido por la vía B‐RAF‐MEK‐ERK 
también se produce a través de la vía MEK‐ERK‐MSK1.  
En primer lugar determinamos la transcripción dependiente de NF‐κB en células WRO 
y NPA en las que sobreexpresamos la proteína B‐RAF oncogénica junto con la proteína 
MSK1 catalíticamente inactiva (MSK1kd), que actuó como dominante negativo (figura 
49).  
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 La  sobreexpresión  de  MSK1kd  no  produjo  ninguna  modificación  en  la  actividad 
transcripcional  de  NF‐κB  en  condiciones  basales,  sin  embargo,  disminuyó 
aproximadamente un 50 % la transcripción dependiente de NF‐κB inducida por V600EB‐
RAF  en  las  células WRO  (figura  49A)  y  un  40  %  en  las  células  NPA  (figura  49B). 
Además, la sobreexpresión de MSK1kd también disminuyó aproximadamente un 40 % 
la actividad transcripcional de NF‐κB  inducida por V600EB‐RAF en células tratadas con 
TNFα (figura 49, C y D). 
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Figura 49. MSK1 es un efector de V600EB‐RAF en la activación de NF‐κB. Las células WRO y NPA se 
cotransfectaron con los plásmidos pGL3‐3xNF‐κB‐TK‐Luc y pRL‐TK‐Renilla junto con los plásmidos 
que  codifican  para  V600EB‐RAF  (V600E)  y  la  proteína MSK1kd.  72  horas  después,  se  prepararon 
extractos celulares y se realizó un ensayo de actividad luciferasa y renilla. La actividad luciferasa se 
normalizó con  la actividad  renilla y  se expresó como número de veces de aumento  respecto al 
control (células transfectadas con el vector vacio). A y B) Condiciones basales. C y D) Estimulación 
con TNFα durante  las últimas 24 horas. Los datos representan  la media ± ESM de al menos tres 
experimentos independientes. La estadística se refiere a las células que sobreexpresan V600EB‐RAF 
y MSK1kd respecto a las que solo sobreexpresan V600EB‐RAF. *0,05>P>0,01. 
 
Resultados 
111 
Dado  que  hemos  demostrado  la  participación  de  MSK1  en  el  aumento  de  la 
transcripción  dependiente  de  NF‐κB  inducida  por  V600EB‐RAF,  estudiamos  si  este 
efecto dependía de  la actividad transactivadora de p65/RelA. Para ello utilizamos un 
plásmido que codifica para  la proteína de fusión p65‐Gal4, en el cuál están unidas  la 
secuencia que codifica la proteína p65 completa y la secuencia que codifica el dominio 
de  unión  al  ADN  de Gal4.  Esta  construcción  se  transfectó  simultáneamente  con  el 
plásmido reportero Gal4‐Luc y los plásmidos que codifican para V600EB‐RAF y MSK1Kd. 
Así, en función de  la activación de p65/RelA,  la proteína de fusión p65‐Gal4 se unirá 
más  o  menos  a  la  secuencia  reguladora  Gal4  del  plásmido  reportero  Gal4‐Luc, 
expresándose más o menos luciferasa, lo que permite determinar si la vía V600EB‐RAF‐
MSK1 regula  la expresión génica actuando directamente sobre  la proteína p65/RelA. 
Como se observa en la figura 50, la sobreexpresión de V600EB‐RAF en las células WRO y 
NPA  produce  un  aumento  de  la  actividad  transactivadora  de  p65/RelA,  y  dicha 
activación se revierte parcialmente cuando se sobreexpresa la proteína MSK1kd junto 
con V600EB‐RAF.  
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Figura 50. V600EB‐RAF aumenta  la actividad transactivadora de p65/RelA a través de MSK1. Las 
células WRO  y NPA  se  cotransfectaron  con  los  plásmidos  reporteros Gal4‐Luc  y  pRL‐TK‐Renilla 
junto con los plásmidos que codifican para la proteína de fusión p65‐Gal4, la proteína oncogénica 
V600EB‐RAF  y  la  proteína MSK1kd.  72  horas  después  de  la  transfección  se  prepararon  extractos 
celulares  y  se  realizó  un  ensayo  de  actividad  luciferasa  y  renilla.  La  actividad  luciferasa  se 
normalizó con  la actividad  renilla y  se expresó como número de veces de aumento  respecto al 
control (células transfectadas con el vector vacio). Los datos muestran un experimento realizado 
por duplicado representativo de tres experimentos independientes con similares resultados 
 
Finalmente,  para  confirmar  el  papel  de  V600EB‐RAF  en  la  activación  de  p65/RelA, 
eliminamos  la expresión B‐RAF con  siRNA específico e  inhibimos su actividad con el 
inhibidor BAY 43‐9006 en células NPA. Utilizando estas condiciones, se observó que el 
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silenciamiento  de  V600EB‐RAF  produce  una  disminución  de  la  actividad  de 
transactivación  de  p65/RelA  de  aproximadamente  un  50  %  (figura  51A)  y  el 
tratamiento  con  BAY  43‐9006  de  un  60  %  (figura  51B).  Estos  experimentos 
demuestran  que  la  proteína  V600EB‐RAF  aumenta  el  potencial  de  transactivación  de 
p65/RelA a través de un mecanismo dependiente de MSK1. 
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Figura  51.  La  falta  de  expresión  o  de  actividad  de  V600EB‐RAF  disminuye  la  actividad 
transactivadora de p65/RelA.  Las  células NPA  se  cotransfectaron  con  los plásmidos  reporteros 
Gal4‐Luc y pRL‐TK‐Renilla junto con el plásmido que codifica para la proteína de fusión p65‐Gal4. 
A)  Junto  con  los plásmidos  anteriores  se  cotransfectó el  siRNA  específico de B‐RAF o  el  siRNA 
control, SC. B) A las 24 horas se trataron las células con DMSO o 10 µM BAY 43‐9006 durante 48 
horas. A y B) Pasadas 72 horas desde la transfección, se prepararon extractos celulares y se realizó 
un ensayo de actividad  luciferasa y  renilla. La actividad  luciferasa  se normalizó con  la actividad 
renilla y se expresó como número de veces de aumento respecto al control (células transfectadas 
con el vector vacio). Los datos muestran un experimento realizado por duplicado representativo 
de  tres experimentos  independientes con  similares  resultados. La estadística  se  refiere en cada 
caso al control. *0,05>P>0,01; **0.01>P>0,001. 
 
 
Por  todo  esto  podemos  concluir  que  la  proteína  B‐RAF  oncogénica  incrementa  la 
actividad transcripcional de NF‐κB a través de  la vía MEK‐ERK,  la cual actúa sobre su 
vía  de  activación  canónica,  induciendo  la  degradación  de  IκBα  y  promoviendo  la 
translocación  al  núcleo  de  p65/RelA;  y  también  incrementa  la  actividad 
transactivadora de p65/RelA a  través de un mecanismo dependiente de  la proteína 
MSK1.  Además,  estos  datos muestran  que  este  efecto  es  distinto  al  observado  en 
apoptosis,  donde  el  papel  antiapoptótico  de  V600EB‐RAF  es  independiente  de  la  vía 
MEK‐ERK, lo que demuestra que V600EB‐RAF no protege de la apoptosis a través de  la 
activación del factor de transcripción NF‐κB. 
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La  proteína  B‐RAF  forma  parte  de  la  cascada  de  proteínas  quinasas  activadas  por 
mitógenos MAPK ERKs, que  controla diversos procesos de  señalización. Estudios en 
líneas celulares y ratones modificados genéticamente han asignado a B‐RAF un papel 
en el control de la proliferación y la supervivencia celulares, dos procesos clave para la 
transformación  celular. Además,  la proteína B‐RAF  se encuentra mutada en un alto 
porcentaje  de  tumores  humanos,  pero  de  las  aproximadamente  100  mutaciones 
encontradas en este gen, la más frecuente es la sustitución de valina por glutámico en 
la posición 600, V600EB‐RAF, por lo que actualmente se considera un oncogén. Aunque 
los  estudios  funcionales  han  demostrado  que  la  mayor  parte  de  los  procesos 
regulados por B‐RAF se producen a través de la activación de la vía MEK‐ERK, existen 
algunos datos en  la  literatura que  indican que B‐RAF oncogénico puede ejercer  sus 
funciones  independientemente  de  esta  vía.  Por  ello,  es  importante  y  necesario  un 
mejor  entendimiento  de  la  regulación  de  los  procesos  biológicos  modulados  por 
V600EB‐RAF en cáncer.  
Como  se ha  comentado al principio de esta memoria, el objetivo de esta Tesis era 
estudiar  los efectos carcinogénicos del oncogén V600EB‐RAF en cáncer de tiroides. Sin 
embargo,  debido  al  problema  de  la mala  identificación  de  las  líneas  celulares  que 
hemos  utilizado,  decidimos  no  incluir  gran  cantidad  de  datos  que  poseemos  para 
evitar  redundancias con  resultados publicados en  la  literatura con  las mismas  líneas 
celulares,  pero  identificadas  con  otro  nombre.  Por  esto,  enfocamos  la  presente 
memoria de una manera más genérica sobre la implicación de la proteína oncogénica 
V600EB‐RAF en  los procesos de proliferación y de muerte celular en células tumorales. 
Para  esto,  hicimos  uso  principalmente  de  dos  reconocidas  estrategias  para  la 
inhibición de  las proteínas RAF: el tratamiento con el  inhibidor BAY 43‐9006 y el uso 
de siRNA específico para  las proteínas B‐RAF y C‐RAF. Además, para determinar si  la 
implicación de la principal vía efectora de RAF, MEK‐ERK, participaba también en esos 
procesos  utilizamos  el  inhibidor  específico  de MEK  U0126.  El modelo  con  el  que 
trabajamos  está  formado  por  diferentes  líneas  celulares  derivadas  de  distintos 
tumores humanos, de las cuales dos tienen la proteína B‐RAF silvestre y dos tienen la 
proteína oncogénica V600EB‐RAF. De esta forma podemos comparar el papel de B‐RAF 
en los procesos citados en función de su estado de activación.  
Nuestros  resultados  demuestran  que  cuando  el mutante  V600EB‐RAF  está  presente, 
éste es el principal activador de la vía MEK‐ERK y es el responsable de la proliferación 
de las células tumorales que lo contienen.  
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Por otro lado demostramos que V600EB‐RAF tiene un papel protector de la apoptosis y 
que en este proceso están  implicadas proteínas de  la maquinaria apoptótica celular 
como BIM y caspasa 3. Sorprendentemente, su papel en apoptosis es  independiente 
de  la  activación  de  MEK‐ERK,  ya  que  la  inhibición  de  esta  vía  no  tiene  ninguna 
repercusión sobre los niveles de muerte celular. Además, observamos que la vía PI3K‐
AKT‐mTOR coopera con B‐RAF en la supervivencia de las células tumorales estudiadas, 
de  tal  forma  que  la  inhibición  de  ambas  vías  tiene  un  efecto mayor  que  solo  la 
inhibición de B‐RAF.  
Por último, demostramos que V600EB‐RAF  regula  la  transcripción dependiente de NF‐
κB por dos mecanismos distintos, uno a  través de  la vía  canónica, disminuyendo  la 
expresión del inhibidor IκBα y aumentando la translocación al núcleo de p65/RelA, y 
otro, aumentando  la  transactivación de p65/RelA mediante su  fosforilación a  través 
de la quinasa MSK1. Además, demostramos que la activación de NF‐κB por V600EB‐RAF 
es dependiente de MEK‐ERK  y, por  lo  tanto, no  está  implicada  en  la  supervivencia 
celular inducida por este oncogén. Sin embargo, la función de este proceso no queda 
definida en este trabajo.  
 
1.  La proteína  V600EB‐RAF  es  responsable de  la proliferación  celular  a  través de  la 
activación de la vía MEK‐ERK en las células que la contienen. 
Se ha descrito en  la  literatura que B‐RAF es el principal activador de MEK‐ERK, tanto 
en  células  in vitro  como en  ratones  (120), y que  la elevada actividad de  V600EB‐RAF, 
mediante la estimulación de las proteínas endógenas MEK y ERK, induce un aumento 
de  la  proliferación  y  supervivencia  celulares  (95,141,293,294).  Nuestros  resultados 
muestran que, tal y como cabía esperar, las células que poseen la proteína V600EB‐RAF 
tienen una actividad basal muy superior a  la actividad encontrada en células con B‐
RAF silvestre. Además, también comprobamos que la actividad de B‐RAF, tanto en su 
forma nativa, como oncogénica es mayor que  la de C‐RAF en  las células estudiadas. 
Sin embargo, nosotros observamos que la vía MEK‐ERK se encontraba activa en todas 
las  células  tumorales utilizadas en este  trabajo,  independientemente del estado de 
activación  de  B‐RAF,  y  demostramos  que  en  las  células  tumorales  que  tienen  la 
proteína  V600EB‐RAF,  ésta  es  la  principal  activadora  de MEK‐ERK, mientras  que  las 
células  que  poseen  B‐RAF  silvestre,  la  activación  de  ERK  depende  tanto  de  B‐RAF 
como  de  C‐RAF.  En  las  células  que  contienen  el mutante  V600EB‐RAF,  la  activación 
constitutiva de ERK desaparece tras la inhibición de la actividad de B‐RAF mediante el 
tratamiento con el inhibidor BAY 43‐9006 o la supresión de la expresión de B‐RAF con 
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siRNA, mientras que el silenciamiento de la expresión de C‐RAF no tiene ningún efecto 
sobre ERK, al igual que sucede en melanocitos transformados y células de melanoma 
(141,294). Sin embargo, en  las  células que  contienen  la proteína B‐RAF  silvestre no 
destaca  la  actividad  de  ninguna  de  las  isoformas  RAF,  ya  que,  aunque  también 
encontramos  que  la  vía  MEK‐ERK  se  encuentra  constitutivamente  activa,  esta 
activación  depende  tanto  de  B‐RAF  como  de  C‐RAF,  pues  la  eliminación  de  la 
expresión de cada una de estas proteínas disminuye el nivel de activación de ERK al 
mismo nivel. El hecho de que el silenciamiento de B‐RAF y C‐RAF simultáneo no tenga 
mayor efecto sobre ERK que el silenciamiento de cada  isoforma por separado puede 
ser  debido  a  que  mediante  la  técnica  del  siRNA  no  conseguimos  la  eliminación 
completa  de  B‐RAF  y  C‐RAF  en  estas  células  y  por  lo  tanto  queda  una  actividad 
residual de estas proteínas.  
Estos  resultados  concuerdan  con  el  modelo  propuesto  en  la  literatura  donde  se 
demuestra  que  las  proteínas  B‐RAF  y  C‐RAF  presentan  un  mecanismo  bastante 
complejo de regulación, a través de  la formación de homodímeros y heterodímeros, 
que  repercute en  la activación de  la  vía MEK‐ERK,  siendo  la actividad quinasa MEK 
más alta en los heterodímeros que la de los respectivos monómeros u homodímeros 
(93,97,98).  Así,  se  ha  demostrado  que  las mutaciones  activadoras  de  B‐RAF,  como 
V600EB‐RAF, fosforilan directamente a MEK (47,95). Sin embargo, tanto B‐RAF silvestre, 
como formas oncogénicas de B‐RAF sin actividad quinasa utilizan a C‐RAF para activar 
MEK a través de  la  formación de heterodímeros. En respuesta a  la estimulación por 
factores de crecimiento y a  la activación de Ras, B‐RAF silvestre se une a C‐RAF y  lo 
activa  mediante  transfosforilación,  aumentando  su  actividad  quinasa  sobre  MEK 
(93,97,98). En el  caso de  los mutantes de B‐RAF  catalíticamente  inactivos,  tampoco 
pueden fosforilar directamente a MEK, pero sí a C‐RAF, permitiendo  la activación de 
MEK indirectamente a través de él (98). Por otra parte, para añadir un grado más de 
complejidad,  se  ha  demostrado  recientemente  que  C‐RAF  también  puede  inhibir 
V600EB‐RAF,  con el objeto de modular  la potencia de activación de  la vía MEK‐ERK y 
favorecer la transformación, lo que explicaría porqué la proporción de heterodímeros 
está  disminuida  el  caso  de  células  de  melanoma  (170).  Además,  estos  autores 
también demuestran un nuevo mecanismo de acción del  inhibidor BAY 43‐9006, por 
el cual éste estabiliza  los complejos C‐RAF:V600EB‐RAF,  lo que  impide  la activación de 
MEK  (170).  Aunque,  todavía  no  se  conoce  si  C‐RAF  también  puede  inhibir  B‐RAF 
silvestre, ni si BAY 43‐9006 también estabiliza estos heterodímeros, está podría ser la 
causa  de  porqué  en  células  que  no  poseen  B‐RAF mutado,  como  las  células WRO, 
aunque  la eliminación de C‐RAF o B‐RAF por separado no elimina completamente  la 
activación de MEK, el tratamiento con este inhibidor si lo haga.  
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La función más estudiada de B‐RAF es su participación en el proceso de proliferación y 
los  mecanismos  por  los  que  regula  dicho  proceso.  B‐RAF  está  implicada  en  la 
proliferación celular a través de ERK y de sus dianas efectoras, que  intervienen en el 
control de la maquinaria del ciclo celular (40). 
En  el  presente  trabajo,  nosotros  demostramos  que  la  proliferación  de  células 
tumorales depende de las proteínas RAF, pero al igual que ocurre con la activación de 
la vía MEK‐ERK, los efectos sobre ella dependen del estado de activación de B‐RAF. De 
nuevo, en las células tumorales NPA que poseen la mutación V600EB‐RAF, la síntesis de 
ADN  depende  fundamentalmente  de  este  oncogén,  ya  que  la  eliminación  de  su 
expresión con siRNA la bloquea casi totalmente, mientras que la eliminación de C‐RAF 
no  tiene  ningún  efecto.  Sin  embargo,  en  el  caso  de  las  células  WRO  con  B‐RAF 
silvestre,  la  eliminación  de  ambas  isoformas  disminuye  la  síntesis  de  ADN  a  los 
mismos niveles. Estos datos son paralelos a los observados con la activación de ERK y 
demuestran, por otra parte, que las células que contienen una mutación en B‐RAF son 
más dependientes de  esta  vía para proliferar que  las  células que no poseen B‐RAF 
mutado.  Esto  se  observa  en  los  experimentos  de  curvas  de  crecimiento,  donde  la 
eliminación de la vía de ERK con el inhibidor de MEK U0126 disminuye mucho más la 
tasa  de  crecimiento  en  células  con  B‐RAF  oncogénico  que  en  aquellas  que  no  lo 
poseen. Estos resultados concuerdan con  los datos publicados por otros autores que 
muestran que cuando V600EB‐RAF está presente es necesario para  la proliferación de 
las células tumorales, pues  la  inhibición de su expresión con siRNA o de su actividad 
con  BAY  43‐9006  disminuye  la  activación  de  ERK  y  la  proliferación  celular  en 
melanocitos  transformados  (294),  células  “derivadas  de  cáncer  de  tiroides”  y 
melanoma (141,295,296) y disminuye el crecimiento de tumores xenotransplantados 
en ratones  (141,158,295). Nuestros datos también coinciden con trabajos anteriores 
en los que se ha descrito que al inhibir MEK con U0126 (141,294) o CI‐1040 (297,298) 
disminuye  la tasa de proliferación de células con V600EB‐RAF, mientras que en células 
tumorales  que  contienen  B‐RAF  silvestre  y  otras  alteraciones  genéticas,  como 
mutaciones  en  Ras,  la  proliferación  es más  independiente  de MEK‐ERK,  ya  que  la 
inhibición de esta vía no tiene grandes efectos sobre  la tasa de proliferación celular 
(297). Así, numerosos autores defienden que las células que poseen V600EB‐RAF tienen 
mayor dependencia de MEK‐ERK para  la proliferación que  las  células que  tienen  la 
proteína B‐RAF silvestre (296,297). Esto puede ser debido a que, mientras que B‐RAF 
oncogénico activa ERK e  induce  la expresión de  la  ciclina D1  (299,300), en  tumores 
con otras mutaciones la señal de ERK puede ser dispensable para la expresión de esta 
ciclina  y  otras  vías  como  PI3K  o  RalGDS  pueden  tener mayor  importancia  sobre  la 
proliferación (301,302).  
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Sin embargo, nuestros datos  son distintos  a  los publicados por Namba  y  cols., que 
demostraron que la inhibición de MEK con U0126 en células WRO no afecta a la tasa 
de proliferación celular (303), mientras que nuestros resultados demuestran que este 
inhibidor la disminuye parcialmente. En este caso puntual, tenemos que reseñar que 
los  resultados  obtenidos  por  estos  autores  se  refieren  exclusivamente  a  curvas  de 
crecimiento  tras  24  horas  de  tratamiento  con  U0126,  que  quizás  es  un  tiempo 
demasiado  corto  para  poder  sacar  conclusiones.  Nosotros,  además  de  realizar  el 
contaje celular hasta 72 horas post‐tratamiento, estudiamos los niveles de síntesis de 
ADN y en ambos casos observamos una clara disminución de  la tasa de proliferación 
celular en estas células.  
Nuestros resultados ponen de manifiesto que las terapias en el tratamiento contra el 
cáncer  deben  plantearse  a  un  nivel  mucho  más  personalizado,  partiendo  de  un 
diagnóstico  más  profundo,  ya  que  cada  tumor  es  diferente  y,  por  ejemplo,  la 
inhibición  de  la  vía MEK‐ERK  podría  ser  determinante  para  el  éxito  de  la  terapia 
elegida. En este sentido, ni el  inhibidor BAY 43‐9006 ni el  inhibidor de MEK CI‐1040 
han  producido  los  efectos  deseados  en  ensayos  clínicos,  bien  porque  no  son  lo 
suficientemente potentes o porque causan una toxicidad  inaceptable (304). Por ello, 
más  recientemente  se  han  desarrollado  varios  inhibidores  específicos  de  B‐RAF, 
SB590885,  PLX4720,  PLX4032  y  GDC‐0879,  que  inhiben  la  proliferación  de  células 
tumorales  con  V600EB‐RAF  (175,305)  y  están  dando  buenos  resultados  en  ensayos 
clínicos  de  pacientes  con  melanoma  producido  por  este  oncogén  (306,307).  Sin 
embargo,  a  pesar  de  sus  efectos  antitumorales,  algunos  de  estos  inhibidores 
producen lesiones hiperproliferativas en la piel del 25 % de pacientes con melanoma y 
en  algunos  casos  carcinomas  de  células  escamosas,  los  cuales  desaparecen  tras  la 
retirada de  la droga  (306). Esta paradoja ha sido resuelta muy recientemente con el 
descubrimiento de que estos inhibidores específicos inhiben la vía MEK‐ERK en células 
tumorales  que  poseen  la  mutación  V600EB‐RAF,  pero  la  activan  en  otros  tipos  de 
tumores  que  poseen  mutaciones  en  K‐Ras  y  B‐RAF  silvestre  o  B‐RAF  mutado 
catalíticamente  inactivo, a  través de  la  formación de complejos activos B‐RAF:C‐RAF 
(99,308,309). Por  lo tanto, a pesar delos 25 años de estudio, de  la vía Ras‐RAF‐MEK‐
ERK,  todavía no  conocemos  en detalle  la  complejidad de  esta  vía  y  son necesarios 
nuevos estudios sobre la regulación de sus componentes, sobre todo de las proteínas 
RAF, para poder desarrollar nuevas terapias anticancerígenos efectivas. 
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2.  V600EB‐RAF  protege  de  la  apoptosis  regulando  disntintas  proteínas  de  la 
maquinaría apoptótica, a través de un mecanismo independiente de la vía MEK‐ERK 
Otra  de  las  características  de  las  células  tumorales  es  su  resistencia  a morir  por 
apoptosis.  En  este  sentido,  nuestros  datos  también  demuestran  que  la  proteína 
oncogénica  V600EB‐RAF,  pero  no B‐RAF  silvestre,  induce  supervivencia  en  las  células 
tumorales que  la contienen, ya que  la eliminación de su expresión o de su actividad 
aumenta la muerte celular, tanto en condiciones basales como en células tratadas con 
agentes  proapoptóticos.  Estos  datos  concuerdan  con  los  de  otros  autores  que 
vinculan a  V600EB‐RAF  con  la  supervivencia de  células  tumorales de diversos  tejidos. 
Por ejemplo, la inhibición de la vía RAF‐MEK‐ERK con BAY 43‐9006 u otros inhibidores 
de  RAF  produce  apoptosis  en  células  de melanoma  (310),  de  “cáncer  de  tiroides” 
(311),  de  cáncer  de  cérvix  (152),  de  leucemia  (312),  así  como  en  tumores 
xenotransplantados en  ratones  (295). Además,  la eliminación de  la expresión de B‐
RAF  oncogénico  con  siRNA  también  produce  apoptosis  en  células  tumorales 
(141,151,152,293) y regresión de melanoma en ratones (313). 
En la mayor parte de los trabajos publicados se da por sentado que la protección de la 
apoptosis  por  V600EB‐RAF  es  un  proceso  dependiente  de MEK‐ERK,  dado  que  este 
oncogén  activa  de  forma  constitutiva  esta  vía  y  su  inhibición  o  su  eliminación  la 
inhiben y, además, hasta el momento MEK es el único sustrato conocido de B‐RAF. Sin 
embargo, en  la mayoría de  los  trabajos  citados  sobre  la  implicación de B‐RAF en  la 
supervivencia  celular  no  se  determina  la  implicación  de  la  vía  MEK‐ERK  en  este 
proceso.  Solo  lo  demuestran,  por  ejemplo,  Karasarides  y  cols.  en  células  de 
melanoma, en las que U0126 produce el mismo efecto que BAY 43‐9006 en apoptosis 
(141),  o  Nakayama  y  cols.,  que muestran  que  la  inhibición  de MEK  en  células  de 
carcinoma  de  ovario  con  V600EB‐RAF  produce  un  aumento  del  número  de  células 
apoptóticas  (298).  A  diferencia  de  lo  publicado,  nuestros  resultados  demuestran 
claramente  que  la  supervivencia  inducida  por  V600EB‐RAF  en  las  células  tumorales 
estudiadas  es  independiente de  la  vía MEK‐ERK, pues  el  tratamiento de  las  células 
NPA con el inhibidor de MEK U0126 no produce el mismo efecto que la inhibición de 
la  vía  con  BAY  43‐9006  o  la  eliminación  de  B‐RAF  con  siRNA.  Además,  esto  lo 
confirmamos en  los experimentos con el agente proapoptótico etopósido. Nuestros 
datos  indican  que  V600EB‐RAF  aumenta  la  resistencia  a  la  apoptosis  inducida  por 
etopósido,  pues  el  tratamiento  de  las  células  con  siRNA  específico  para  B‐RAF 
sensibiliza  a  nuestras  células  al  tratamiento  con  este  reactivo.  Sin  embargo,  la 
inhibición de MEK con U0126 no produce ningún efecto. Este  resultado es bastante 
novedoso, pero no es  la primera vez que  se ha  sugerido. En 2007, Rahmani y  cols. 
Discusión 
121 
demostraron que la sobreexpresión de un mutante constitutivamente activo de MEK1 
produce  la activación de ERK, pero no es capaz de revertir  la apoptosis  inducida por 
BAY 43‐9006; sin embargo este trabajo se realizó en células Jurkat, que no contienen 
la  proteína  V600EB‐RAF  de  forma  endógena  (312).  Por  otra  parte,  Panka  y  cols. 
demostraron  que  BAY  43‐9006  induce  apoptosis  en  células  de  melanoma  que 
presentan  la proteína oncogénica V600EB‐RAF y que, aunque no todos, algunos de  los 
efectos  inducidos por este  inhibidor, como  la disminución de  la expresión de Bcl‐2 y 
Bcl‐XL o  la despolarización de  la membrana mitocondrial, no son dependientes de  la 
inhibición de la vía MEK‐ERK (310).  
Por otra parte, nosotros también demostramos que  la falta de expresión o actividad 
de  V600EB‐RAF en nuestras  células produce apoptosis  a  través de  la activación de  la 
cascada  de  caspasas.  Esto  parece  oponerse  al  trabajo  de  Panka  y  cols.,  en  el  que 
propusieron  que  la muerte  inducida  por  BAY  43‐9006  en  células  de melanoma  es 
dependiente  de  AIF  e  independiente  de  caspasas,  pues  la  eliminación  de  AIF  con 
siRNA  revierte  la muerte  celular producida por  este  inhibidor, pero  el  inhibidor de 
caspasas Z‐VAD‐FMK no es capaz de hacerlo (310). En nuestro caso, por el contrario, 
observamos que dicho inhibidor revierte la muerte producida por BAY 43‐9006 y por 
el siRNA de B‐RAF, lo que está de acuerdo con otros autores que han demostrado que 
BAY 43‐9006 induce apoptosis a través de la activación de las caspasas 2 y 4 (312). La 
discrepancia entre  los datos publicados y  los nuestros sobre el mecanismo de acción 
de  BAY  43‐9006  puede  deberse  a  que  se  ha  demostrado  que  este  inhibidor  no  es 
específico para RAF y que induce una gran cantidad de efectos dependiendo del tipo 
celular,  por  ejemplo  en  células  de  osteosarcoma  impide  la  progresión  tumoral 
mediante la inhibición de proteínas del citoesqueleto de una forma independiente de 
la  vía MEK‐ERK  (314). Además, nosotros no profundizamos  en  si  la  regulación  es  a 
través de caspasas  iniciadoras o efectoras, pues  la aproximación que utilizamos para 
determinar  su  implicación  en  la  apoptosis  observada  fue  el  tratamiento  con  un 
inhibidor general de caspasas.  
Nosotros profundizamos en los mecanismos a través de los cuales V600EB‐RAF protege 
frente a la apoptosis a las células que la contienen y demostramos que este oncogén 
induce  supervivencia  mediante  la  regulación  de  la  maquinaria  apoptótica  de  las 
células. En concreto, demostramos que  la eliminación de  la expresión de  V600EB‐RAF 
con  siRNA  disminuye  la  expresión  las  proteínas  antiapoptóticas  Bcl‐2  y  Bcl‐XL  y 
promueve  la  expresión  o  estabilización  de  la  proteína  proapoptótica  BIM.  Las 
proteínas de  la familia Bcl‐2 están  involucradas en el control de  la apoptosis y desde 
hace  poco  han  suscitado  especial  atención  como  dianas  de  la  vía  RAF‐MEK‐ERK 
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(290,315,316).  La  fosforilación  directa  de  la  proteína  Bcl‐2  por  ERK  aumenta  sus 
propiedades como supresora de la apoptosis (317). Las proteínas proapoptóticas BIM 
y BAD también son dianas de la vía de señalización RAF‐ERK y su fosforilación inactiva 
su  capacidad  proapoptótica.  Concretamente,  la  fosforilación  de  BIM  por  ERK 
promueve su ubiquitinación y su consecuente degradación por el proteasoma  (318‐
322).  Dos  estudios  recientes  han  demostrado  que  la  presencia  de  V600EB‐RAF  en 
células de cáncer colorrectal y de melanoma induce resistencia a la muerte producida 
en ausencia de suero o por agentes quimioterapéuticos, a través de  la represión de 
BIM  (148,152).  En  ambos  casos,  la  inhibición  de  la  vía  MEK‐ERK  produce  la 
desfosforilación  de  BIM  y  causa  la  muerte  celular  (148,152).  Sin  embargo,  los 
resultados de Sheridan y cols. muestran que el silenciamiento de la expresión de BIM 
protege  solo  parcialmente  contra  la  muerte  producida  por  drogas  citotóxicas, 
mientras  que  V600EB‐RAF  protege  totalmente  frente  a  los mismos  estímulos  (152). 
Además, como ya hemos mencionado, Panka y cols. propusieron que la desregulación 
de  Bcl‐2  y  Bcl‐XL  producida  por  BAY  43‐9006  en  células  de  melanoma  es 
independiente de  la actividad de MEK‐ERK, pues no  se  reproduce por  inhibición de 
MEK con U0126 o PD98059 (310). Estas observaciones sugieren que la inactivación de 
BIM por V600EB‐RAF contribuye solo parcialmente a la actividad antiapoptótica de este 
oncogén y que la regulación de Bcl‐2 y Bcl‐XL es independiente de la vía MEK‐ERK, por 
lo que V600EB‐RAF puede estar modulando otros puntos de  la maquinaria de muerte 
celular independientemente de la activación de esta cascada, aunque estos resultados 
están pendientes de confirmación.  
En cuanto a otras vías de señalización moduladas por B‐RAF a través de un mecanismo 
independiente de  la vía MEK‐ERK, hasta el momento no se conoce nada con detalle, 
pero todo apunta a que debe existir alguna distinta a ésta. Por ejemplo, en el caso del 
cáncer de tiroides, no se conoce porqué  la mutación en B‐RAF está asociada con un 
mayor  grado  de  agresividad  y  recurrencia  de  estos  tumores,  respecto  a  otras 
alteraciones genéticas relacionadas con la vía MEK‐ERK, tales como la transversión del 
receptor  tirosina quinasa RET/PTC o mutaciones oncogénicas de  la proteína Ras.  La 
respuesta  podría  estar  en  la  diferente  potencia  oncogénica  de  estas  alteraciones 
genéticas o en  la existencia de distintos sustratos y eventos moleculares asociados a 
ellas. En este sentido, se ha demostrado que  la expresión  inducida de V600EB‐RAF en 
células  tiroideas  de  rata  da  lugar  a  inestabilidad  genética  y  aumenta  la  capacidad 
invasiva de  las células, mientras que  la expresión de RET/PTC no  (144,145). Por otra 
parte, mediante  análisis  de  expresión  génica  con microarrays  en  células  con  una 
expresión  inducida  de  V600EB‐RAF  o  RET/PTC,  o  en  tumores  papilares  tiroideos 
humanos  con  RET/PTC,  mutaciones  en  Ras  o  B‐RAF  mutado,  se  han  detectado 
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distintos patrones de expresión según  la mutación presente  (144,323). Por  lo  tanto, 
estos  datos  demuestran  que  existen  mecanismos  moleculares  acoplados 
específicamente a V600EB‐RAF que no son compartidos por las otras mutaciones, y que, 
en algunos casos, podrían ser  independientes de  la vía MEK‐ERK, cuya activación es 
dependiente de las tres alteraciones genéticas.  
De momento, no se conoce ningún sustrato distinto de MEK a través del cual B‐RAF 
ejerza su protección frente a la muerte celular, mientras que en el caso de la proteína 
C‐RAF  sí.  Se  ha  demostrado  que  C‐RAF  modula  la  actividad  de  varios  efectores 
independientemente  de  su  actividad  MEK  quinasa,  como  NF‐κB,  las  proteínas 
proapoptóticas  ASK1, MST2  y  la  quinasa  efectora  de  Rho  implicada  en migración, 
Rokα, promoviendo  supervivencia,  transición epitelio‐mesenquima  (EMT) e  invasión 
(12, 31). Por lo tanto, dado que B‐RAF puede señalizar en determinadas circunstancias 
a través de C‐RAF, este podría ser un mecanismo de actuación distinto a Ras y  la vía 
MEK‐ERK. Sin embargo, nuestros resultados descartan a C‐RAF como mediador de  la 
supervivencia inducida por V600EB‐RAF, pues hemos demostrado que la inhibición de la 
expresión de C‐RAF no modifica  los niveles de muerte celular en nuestro modelo. En 
este sentido, está ampliamente descrito que, mientras que en las células que poseen 
B‐RAF y C‐RAF silvestres muchas funciones dependen de las dos proteínas, las células 
con  V600EB‐RAF  se  vuelven  “adictas  a  este  oncogén”  y  el  papel  de  C‐RAF  no  es  tan 
importante. 
Otros posibles candidatos son las MAPKs JNK y p38, que también están implicadas en 
la  supervivencia  celular  en  respuesta  a  diversos  estímulos. Nosotros  analizamos  la 
expresión y fosforilación de estas proteínas y no encontramos variaciones en ninguna 
de  las  dos  al  inhibir  la  cascada  B‐RAF‐MEK‐ERK  a  distintos  niveles  (datos  no 
mostrados). Sin embargo, aunque  todavía no hemos profundizado en ello, sí hemos 
observado  que  el  tratamiento  con  el  inhibidor  de  JNK  SP600125,  pero  no  el 
tratamiento  con  el  inhibidor  de  p38  SB203580,  revierte  parcialmente  la  muerte 
celular  inducida  por  la  falta  de  V600EB‐RAF,  por  lo  que  esta  vía  posiblemente  se 
encuentre  desregulada  por  V600EB‐RAF,  para  potenciar  su  papel  en  supervivencia 
(datos  no mostrados).  Entre  los múltiples mecanismos  por  los  que  JNK  regula  el 
proceso  de  apoptosis,  se  ha  descrito  que  puede  inhibir  distintas  proteínas 
antiapoptóticas y activar proapoptóticas  como BIM, BID y BAD  (324),  lo que puede 
encajar con la supervivencia inducida por V600EB‐RAF en nuestras células. 
Por  otra  parte,  recientemente  se  ha  observado  que  V600EB‐RAF  coopera  con  Rac1b 
hiperactivado  en  la  protección  de  la  apoptosis  de  células  tumorales  colorrectales, 
pero no se demuestra una conexión directa entre  las dos vías (168). La vía de NF‐κB 
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también se ha relacionado con V600EB‐RAF, pero como discutiremos más adelante, este 
no parece  ser un mecanismo por el que B‐RAF proteja de  la apoptosis en nuestras 
células, ya que aunque V600EB‐RAF activa este factor de transcripción,  lo hace de una 
forma dependiente de MEK‐ERK. 
 
3.  La  vía  PI3K‐AKT‐mTOR  colabora  en  la  protección  de  la  apoptosis  inducida  por 
V600EB‐RAF 
Una vía destacada por su participación en el proceso de supervivencia en presencia de 
diferentes  estímulos  apoptóticos  es  la  vía  PI3K‐AKT  (180,325).  El  aumento  de  su 
actividad,  por  desregulación  en  distintos  niveles  de  la  cascada,  se  ha  asociado 
reiteradamente  con  la  progresión  tumoral,  al  otorgar  a  las  células  la  capacidad  de 
resistir  el proceso  apoptótico,  además de  aumentar  su proliferación  y  crecimiento. 
Diversos estudios relativamente recientes han propuesto  la colaboración de  la vía B‐
RAF‐MEK‐ERK y la vía PI3K‐AKT en el proceso de supervivencia. Por ejemplo, en 2006 
Bedogni y cols. estudiaron  la  implicación de  la vía PI3K y ERK en un modelo murino 
transgénico TPRas, que expresa el gen Ha‐Ras hiperactivado bajo el promotor de  la 
tirosinasa en melanocitos, y demostraron que  tanto  la  inhibición de  la vía PI3K‐AKT 
como la inhibición de la vía RAF‐ERK retrasaba el desarrollo de melanomas y disminuía 
la  incidencia  tumoral,  especialmente  cuando  los  inhibidores  LY294002  y  U0126  se 
aplicaban  combinados  (326).  Esta  respuesta  se  producía  por  disminución  de  la 
proliferación, aumento de  la apoptosis y disminución de  la angiogénesis  in vivo e  in 
vitro. Hace unos meses,  Lopez‐Fauqued  y  cols. han demostrado el mismo efecto  in 
vitro tras el tratamiento con el inhibidor dual de PI3K‐mTOR PI‐103 y BAY 43‐9006 en 
células de melanoma en  las que Ras estaba activo por  tratamiento  con  factores de 
crecimiento (327). Sin embargo,  in vivo, el  inhibidor PI‐103 aumentaba el tamaño de 
tumores  xenotransplantados  en  ratones  inmunodeprimidos  y  revertía  la  apoptosis 
inducida por BAY 43‐9006 (327). Por otra parte, también se ha demostrado en células 
de melanoma que B‐RAF y PI3K son necesarias para la protección de la muerte celular 
por anoikis, apoptosis  inducida por  la pérdida o  inadecuado  contacto  con  la matriz 
extracelular (147), aunque no se establece ninguna conexión entre ellas. 
Al analizar la implicación de la vía PI3K‐AKT en los procesos regulados por V600EB‐RAF, 
nosotros  demostramos  que  esta  vía  también  regula  la  proliferación  celular  de  las 
células  tumorales  estudiadas,  incluidas  las  que  poseen  B‐RAF  silvestre.  Así,  la  sola 
inhibición de  PI3K  con  LY294002 disminuye  la  tasa de proliferación  y  la  síntesis de 
ADN  en  nuestras  células.  Además,  el  tratamiento  simultáneo  con  LY294002  y  los 
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inhibidores de  la vía B‐RAF‐MEK‐ERK  tiene un efecto mayor que el  tratamiento por 
separado,  por  lo  que  ambas  vías  intervienen  en  la  proliferación  de  forma 
independiente pero  cooperativa. Por  tanto, no es de extrañar que,  como muestran 
nuestros  datos,  el  papel  de  PI3K  en  proliferación  también  sea  independiente  del 
estado de activación de B‐RAF. Estos resultados son consistentes con los mencionados 
anteriormente  (326,327) y con aquellos en  los que  se demuestra  la cooperación de 
PI3K‐AKT y ERK en la regulación de la maquinaria del ciclo celular (328). 
Sin embargo, en  cuanto a  su papel en  supervivencia, nuestros  resultados muestran 
que la inhibición de la vía PI3K‐AKT no produce ningún efecto en condiciones basales, 
pero participa en  la protección que  V600EB‐RAF ejerce  frente a  la apoptosis. En este 
caso,  parece  estar  implicada  la  cascada  PI3K‐AKT‐mTOR‐p70S6K.  En  concreto,  en 
células que carecen de actividad de  V600EB‐RAF, por  tratamiento con BAY 43‐9006 o 
eliminación de su expresión con siRNA, la inhibición a distintos niveles de la vía con los 
inhibidores de PI3K  LY294002  y wortmanina,  con el  inhibidor de AKT ALX, o  con el 
inhibidor de mTOR  rapamicina, produce un  aumento del nivel de  apoptosis mucho 
mayor que el  inducido solamente por  la  falta de expresión o de actividad de V600EB‐
RAF. Esto  indica que  la  inhibición de  los distintos  componentes de  la  vía PI3K‐AKT‐
mTOR‐p70S6K solo potencia el proceso apoptótico en ausencia de este oncogén. De 
nuevo, esta cooperación parece  independiente de  la  inactivación de  la vía MEK‐ERK, 
pues el tratamiento simultáneo con U0126 y LY294002 no aumenta el porcentaje de 
células  apoptóticas,  como  si  lo  hace  el  tratamiento  conjunto  con  BAY  43‐9006  y 
LY294002 o siRNA para B‐RAF y LY294006. Estos resultados se oponen a los descritos 
por otros autores en los que se propone que en la cooperación de ambas vías para la 
protección  de  la  apoptosis  se  encuentra  involucrada  ERK  (326,329);  sin  embargo, 
concuerdan  con  nuestros  datos  sobre  una  función  antiapoptótica  de  B‐RAF 
independiente de la activación de MEK‐ERK.  
Las discrepancias pueden deberse a que, por ejemplo, en el trabajo de Bedogni y cols. 
se  utiliza  un modelo  de  ratón  con  Ras  hiperactivado  y  por  lo  tanto  este  oncogén 
puede estar activando MEK‐ERK, por un mecanismo independiente de B‐RAF, y otras 
vías  de  supervivencia  que  no  sean  activadas  por  B‐RAF  (326).  En  este  sentido, 
nosotros hemos demostrado  recientemente que V12Ras, pero no V600EB‐RAF, protege 
de  la apoptosis producida por  la disminución del contenido celular de colesterol en 
células de cáncer colorrectal, y que además, esta protección es  independiente de  la 
activación de ERK (330). Por otra parte, el trabajo de Qing‐Bai She y cols. se realizó en 
células tumorales de mama MDA‐468, en  las cuales PTEN está mutado y, por tanto, 
tienen una activación constitutiva de AKT (329). Sin embargo, en nuestro caso, en las 
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líneas celulares utilizadas  la proteína AKT no  se encuentra activada de  forma basal. 
Aún así existía  la posibilidad de que  la vía estuviese desregulada a otro nivel, como 
mutaciones en PI3K, pero tampoco es el caso, ya que recientemente se ha publicado 
un estudio de genotipado de estas  líneas celulares en el que se analizó  la existencia 
del oncogén  PIK3CA,  entre otros,  y  se ha demostrado que ninguna de  estas  líneas 
presenta dicho oncogén, ni tienen actividad AKT constitutivamente activa (331). 
Sorprendentemente, nosotros observamos que  aunque estás  células no  tienen AKT 
constitutivamente fosforilado en condiciones basales,  la falta de expresión de V600EB‐
RAF en  las células NPA  induce  la activación de AKT y de  la proteína p70S6K que  se 
encuentra  por  debajo  de  mTOR  en  la  cascada.  Además,  dichas  activaciones  son 
revertidas por  la  inhibición de PI3K con LY294002, así como por  la  inhibición mTOR 
con  rapamicina,  en  el  caso  de  p70S6K.  Estos  datos  coinciden  plenamente  con  los 
mostrados  por  Sala  y  cols.  en  células  de  melanoma  y  cáncer  de  colon,  donde 
demuestran que la eliminación de V600EB‐RAF en estas células produce un aumento de 
la fosforilación de AKT (151). Este resultado indica que hay una compensación entre la 
activación  de  B‐RAF  y  AKT,  de  forma  que  V600EB‐RAF  está  inhibiendo,  al menos  en 
parte,  la activación de AKT por PI3K. Esto explicaría porque  los niveles de apoptosis 
observados con la eliminación de V600EB‐RAF no son muy altos, ya que en este caso la 
hiperfosforilación de AKT  contrarresta este efecto,  y por  tanto, es necesario  inhibir 
ambas vías para producir una mayor disminución de la supervivencia celular. Por otra 
parte, es posible que AKT esté parcialmente activa por fosforilación en el residuo de 
treonina 308 solamente y no sea suficiente para supervivencia. Desde este punto de 
vista, se puede explicar el hecho de que la inhibición de la vía PI3K‐AKT‐mTOR‐p70S6K 
por sí sola no tenga ningún efecto en apoptosis, pues AKT ya se encuentra inhibido de 
alguna forma por V600EB‐RAF. Sin embargo, LY294002 sí tiene efecto por sí mismo en 
proliferación  lo que sugiere que el efecto de PI3K en este proceso es  independiente 
de AKT, aunque no lo hemos comprobado. Hasta el momento no se ha descrito en la 
literatura ninguna  interacción directa entre  V600EB‐RAF y PI3K‐AKT en el  sentido que 
nosotros proponemos; solamente se ha descrito en el sentido contrario, es decir, que 
AKT  es  capaz  de  inhibir  B‐RAF,  pues  en  células  de  melanoma  AKT3  está 
frecuentemente activado y fosforila a V600EB‐RAF inhibiendo parcialmente su actividad 
hasta un nivel al cual promueve supervivencia, pero no senescencia  (169). A  la vista 
de los resultados, nosotros intentamos determinar si el mecanismo por el que V600EB‐
RAF  inhibe  la activación de AKT por PI3K es mediante una  interacción directa entre 
estas proteínas. Para ello realizamos ensayos de  inmunoprecitación de  las proteínas 
PI3K, AKT, B‐RAF y C‐RAF, pero en ningún caso observamos interacción de PI3K o AKT 
con B‐RAF o C‐RAF y viceversa (datos no mostrados).  
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Por otra parte, en cuanto a  los mecanismos por  los que estas vías pueden controlar 
conjuntamente  la apoptosis celular, nosotros solo disponemos de datos preliminares 
que demuestran que se da, al menos parcialmente, a través de la vía mTOR‐p70S6K y 
la síntesis de proteínas, ya que el tratamiento con cicloheximida tiene un efecto sobre 
la supervivencia celular similar al observado con el tratamiento con rapamicina. Por lo 
tanto,  este  efecto  sobre  la  supervivencia  puede  ser  debido  a  la  doble  función  de 
mTOR; por una parte mTORC1 regula la síntesis de proteínas a través de p70S6K y 4E‐
BP1, y por otra mTORC2 puede activar también AKT, que disminuye  la expresión de 
BIM a través de la fosforilación del factor de transcripción FOXO3A (289). 
El hecho de que no conozcamos  los mecanismos finales de estas vías para promover 
supervivencia  en  estas  células  no menoscaba  la  importancia  de  la  cooperación  de 
V600EB‐RAF y  la vía PI3K‐AKT‐mTOR‐p70S6K que nosotros observamos y, aunque aún 
desconocemos  el mecanismo  de  interacción  de  estas  dos  vías,  nuestros  resultados 
muestran claramente como la cooperación de ambas modula la supervivencia celular 
y, por  tanto, debe  tenerse  en  cuenta  a  la hora de diseñar  estrategias  terapéuticas 
contra la progresión tumoral. 
 
 
4. V600EBRAF aumenta la actividad transcripcional de NF‐κB 
El resultado de la activación de NF‐κB depende de la naturaleza y el contexto celular, 
pero  está  claro  que  su  desregulación  es  crucial  en  cáncer.  La  activación  de NF‐κB 
puede contribuir a la carcinogénesis de múltiples formas: impulsando la proliferación 
celular,  aumentando  la  supervivencia  celular  y  promoviendo  la  angiogénesis  y  la 
metástasis (276,332,333).  
Además de  los  resultados discutidos anteriormente, nuestro  trabajo demuestra que 
V600EB‐RAF regula el proceso de transducción de señales necesario para  la activación 
de NF‐κB. Nosotros demostramos que  la sobreexpresión de mutantes de B‐RAF con 
elevados  niveles  de  actividad  quinasa  induce  la  transcripción mediada  por  NF‐κB, 
aumentando su translocación al núcleo y la transactivación de p65/RelA. Sin embargo, 
a diferencia de  lo que ocurre con  la apoptosis, en este caso el efecto producido por 
V600EB‐RAF es el resultado de un aumento de la actividad de la vía MEK‐ERK, dado que 
la activación de varios parámetros analizados implicados en la activación de NF‐κB es 
inhibida al utilizar el inhibidor de MEK U0126.   
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Nuestros datos  concuerdan  con  los hallazgos de otros  grupos que demuestran que 
existe una conexión entre  la vía Ras‐RAF‐MEK‐ERK y NF‐κB, y que  V600EB‐RAF puede 
jugar  un  papel  importante  en  la  regulación  de  este  factor  de  transcripción.  Por 
ejemplo, Ikenoue y cols., demostraron que en células NIH3T3 algunos mutantes de B‐
RAF, con mayor actividad que la proteína silvestre, por mutaciones en el segmento de 
activación y en el lazo rico en glicina, aumentaban la actividad transcripcional de NF‐
κB  (123).  Este  efecto  era  mayor  en  el  caso  de  los  mutantes  del  segmento  de 
activación de B‐RAF, en especial el mutante V600EB‐RAF (96,123), al igual que nosotros 
observamos.  Además,  también  se  ha  demostrado  que  la  presencia  de  V600EB‐RAF 
aumenta la invasión de “células tumorales tiroideas” por activación de NF‐κB (291) y 
recientemente  se ha observado que  la  actividad de  este  factor de  transcripción  se 
encuentra elevada en ratones en los que se sobreexpresa Ras oncogénico y se elimina 
la expresión de p53 (334). Por otra parte, nuestros datos son totalmente paralelos a 
los  de  Palona  y  cols.  en  los  que  utilizan  un  modelo  de  células WRO  en  las  que 
sobreexpresan  V600EB‐RAF  de  una manera  inducible,  y  de  células  NPA,  en  las  que 
también  sobreexpresan  este  oncogén,  a  pesar  de  que  ya  lo  contienen  de  forma 
endógena, pero en  las que se observan mejor  los cambios en  la activación de NF‐κB 
(291). En nuestro caso, a pesar de que sobreexpresamos V600EB‐RAF en ambas  líneas 
celulares, observamos unos mayores niveles de activación en  las células NPA que en 
las células WRO. Esto puede ser debido a que en condiciones basales las células WRO 
presentan unos niveles de  actividad de NF‐κB  cien  veces mayores que  los de NPA. 
Estos datos coinciden plenamente con los datos publicados por Pacifico y cols. en las 
mismas células  (335) y, por  lo  tanto, pueden explicar porqué  la expresión de V600EB‐
RAF en las células WRO no da lugar a grandes aumentos en la actividad de NF‐κB.  
Dado  que  nosotros  no  observamos  que  la  inhibición  de  la  expresión  de  V600EB‐RAF 
disminuya  la  activación  NF‐κB  en  células  NPA,  probablemente  debido  a  sus  bajos 
niveles  basales  de  actividad,  utilizamos  dos  aproximaciones  distintas  para  ver  si  la 
inhibición de V600EB‐RAF disminuye la actividad de NF‐κB, la sobreexpresión de RKIP y 
el  tratamiento  con  geldanamicina.  Así,  demostramos  que  en  células  que 
sobreexpresan V600EB‐RAF, su desestabilización y degradación por inhibición de Hsp90 
con geldanamicina y  la  inhibición de su actividad con RKIP revierten  la activación de 
NF‐κB  dependiente  de  este  oncogén.  Inicialmente,  RKIP  se  describió  como  un 
inhibidor  de  C‐RAF  por  interacción  con  ella  (104),  pues  actúa  como  un  inhibidor 
competitivo  de  la  activación  de MEK  por  C‐RAF  (105),  pero  posteriormente  se  ha 
descrito que B‐RAF también es una diana directa de RKIP, independientemente de C‐
RAF, pues  inhibe  su actividad quinasa y disminuye  la  transformación producida por 
V600EB‐RAF  (110).  Por  otra  parte,  se  ha  descrito  que  RKIP  también  puede  inhibir  la 
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actividad  transcripcional  de  NF‐κB  por  interacción  con  proteínas  de  la  vía  de 
activación  de  NF‐κB,  como  TAK  o  NIK,  inhibiendo  su  actividad  (112).  Además, 
recientemente  se  ha  propuesto  que  su  interacción  con  esta  vía  es  como  proteína 
adaptadora que impide la fosforilación y degradación de IκBα e inhibe la actividad de 
NF‐κB  (113). Nuestros datos demuestran que  la proteína RKIP es capaz de  inhibir  la 
activación de NF‐κB inducida por V600EB‐RAF por la inhibición directa de esta proteína; 
por  una  parte  la  actividad  quinasa  de  V600EB‐RAF  en  nuestras  células  se  encuentra 
disminuida en presencia de RKIP, y aunque no podemos descartar que RKIP, además 
de  inhibir  V600EB‐RAF,  actúe  sobre  la maquinaria  de  activación  de  NF‐κB,  este  no 
parece  ser  el  caso,  ya  que  como  han  demostrado  otros  autores  las  cinéticas  de 
interacción de RKIP con componentes de la vía de NF‐κB difiere significativamente de 
la  interacción  con  las proteínas RAF  (112,113). Mientras que RKIP  se asocia  con  las 
proteínas RAF en condiciones basales, para  la asociación con TRAF6 o TAK1 necesita 
de la activación previa de la vía por determinadas citoquinas (112,113).   
Por otra parte, nosotros observamos los mismos efectos cuando incubamos las células 
con geldanamicina. Esta benzoquinona es un inhibidor de la chaperona Hsp90, la cual 
ayuda  al  plegamiento  y  estabilización  de  numerosas  proteínas,  entre  las  que  se 
encuentra B‐RAF. Da Roche Dias y cols. demostraron que la geldanamicina estimula la 
degradación de B‐RAF, con una mayor eficacia sobre formas oncogénicas que sobre la 
proteína  silvestre,  y  disminuye  su  señalización  en  células  de  melanoma  (292). 
Nosotros  también  observamos  que  el  tratamiento  con  geldanamicina  induce  la 
degradación de B‐RAF y disminuye  la actividad de NF‐κB  inducida por este oncogén. 
Por  lo  tanto,  estos  datos,  junto  con  los  obtenidos  en  los  experimentos  con  RKIP 
demuestran que V600EB‐RAF induce la activación de NF‐κB.  
Además, demostramos que la regulación de NF‐κB por V600EB‐RAF se produce a través 
de  la  vía  canónica  de  activación  de  dicho  factor  de  transcripción,  pues  V600EB‐RAF 
induce  la degradación de  IκBα    y  la posterior  translocación  al núcleo de p65/RelA. 
Uno de los principales activadores de NF‐κB por la vía canónica es el TNFα. Nosotros 
también estudiamos el papel de V600EB‐RAF en células estimuladas con esta citoquina y 
observamos  que  la  activación  de  NF‐κB  por  V600EB‐RAF  es  independiente  de  la 
activación de NF‐κB por TNFα, pues prácticamente en todos  los eventos estudiados 
sobre  la  activación  de NF‐κB  por  V600EB‐RAF  hemos  observado  el mismo  efecto  en 
ausencia o en presencia de TNFα. Además, hay que destacar que la activación de NF‐
κB por TNFα en nuestras células es aditiva a la activación por V600EB‐RAF, lo que indica 
que  ambas  formas  de  activación  convergen  en  algún  punto  de  la  vía.  Puesto  que 
nosotros  hemos  observado  que  V600EB‐RAF  aumenta  la  degradación  de  IκBα,  la 
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conexión  entre  la  vía B‐RAF‐MEK‐ERK  y  la  vía  canónica de  activación de NF‐κB por 
TNFα podría estar en esta proteína o en los complejos IKK. 
Respecto  a  la  activación  del  factor  NF‐κB,  aunque  se  ha  considerado  que  su 
translocación  al  núcleo  es  el  principal mecanismo  para  activar  la  expresión  génica, 
cada  vez  se  conocen  más  evidencias  de  que  existen  mecanismos  adicionales  de 
activación de este factor de transcripción, tales como la fosforilación de la subunidad 
de  transactivación  p65/RelA  (250,252,253,255,336).  La  mayoría  de  estos  efectos 
parecen estar mediados por la quinasa MSK1, que fosforila p65/RelA en el residuo de 
la S276, evento crucial para  la  regulación de  la  transactivación nuclear de p65/RelA 
(255,337‐339). Nosotros demostramos que V600EB‐RAF aumenta la actividad de NF‐κB 
a través de la vía canónica mediante la activación de la vía MEK‐ERK, pues la inhibición 
de esta vía produce la acumulación de IκBα  en el citosol, bloquea la translocación al 
núcleo  de  p65  e  inhibe  la  transcripción  dependiente  de  NF‐κB.  Por  otra  parte, 
nuestros  resultados  también  indican  que  V600EB‐RAF  induce  la  actividad  de 
transactivación  de  la  subunidad  p65/RelA,  como  se  ha  demostrado  por  el  ensayo 
reportero p65‐Gal4/Gal4‐Luc, a través de un mecanismo dependiente de  la proteína 
quinasa MSK1. Esto lo demostramos mediante la expresión del mutante de MSK1 sin 
actividad  quinasa,  que  reduce  el  nivel  de  la  actividad  transcripcional  de  NF‐κB 
inducida por  V600EB‐RAF. Nuestros  resultados  coinciden  con  varios  trabajos que han 
demostrado  que  la  proteína  MSK1  aumenta  el  potencial  de  transactivación  de 
p65/RelA (255,337‐339). Por  lo tanto, nosotros proponemos una vía en  la cual MSK1 
actúa como un efector por debajo de V600EB‐RAF para aumentar la transactivación de 
p65/RelA. En resumen, nosotros demostramos que V600EB‐RAF regula  la activación de 
NF‐κB  de  una  manera  dual,  por  una  parte  induce  la  degradación  de  IκBα  y  su 
disociación de NF‐κB, permitiendo de ese modo  la translocación nuclear, y por otra, 
induciendo la transactivación de la subunidad p65/RelA nuclear, a través de MSK1. 
Entre  las diferentes  funciones  reguladas por  V600EB‐RAF y/o NF‐κB,  se ha propuesto 
que estas proteínas  intervienen en  la protección de  la  apoptosis  celular. Así,  se ha 
observado que  la  inhibición de NF‐κB en  células  tumorales aumenta  la apoptosis  y 
disminuye la resistencia a agentes quimioterapéuticos (276). En un principio, nosotros 
pensamos  que  la  función  antiapoptótica  de  V600EB‐RAF  podía  estar mediada  por  la 
activación  de  NF‐κB,  sin  embargo,  a  diferencia  de  lo  observado  en  el  proceso  de 
supervivencia, nuestros  resultados demuestran que el efecto de  V600EB‐RAF  sobre  la 
actividad  transcripcional de NF‐κB  sí depende de  la vía MEK‐ERK. Por  lo  tanto, a  la 
vista de estos resultados, nosotros creemos que la activación de NF‐κB por V600EB‐RAF 
no  participa  en  la  supervivencia  celular  inducida  por  este  oncogén,  pues  dicha 
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supervivencia es independiente de la vía MEK‐ERK, mientras que la activación de NF‐
κB  sí  depende  de  ella.  En  este  sentido,  Gray‐Schopfer  y  cols.  demostraron  que  la 
activación de NF‐κB con TNFα protege de la apoptosis inducida por la eliminación de 
la señal de RAF, pero que actúan de una forma independiente (340). Sin embargo, la 
contribución de NF‐κB a  la carcinogénesis no se debe exclusivamente a  la regulación 
de  la  apoptosis,  como  ya  hemos  mencionado,  también  aumenta  la  proliferación 
celular  (276,341),  y  puesto  que  nosotros  hemos  visto  que  este  proceso  sí  está 
regulado por la vía B‐RAF‐MEK‐ERK, la función de NF‐κB tras activación por V600EB‐RAF 
podría ser en este sentido.  
En  conclusión, nosotros demostramos que  la  forma oncogénica  V600EB‐RAF participa 
en los procesos de proliferación y apoptosis de células tumorales, regulando no solo la 
vía de MEK‐ERK, sino también la vía PI3K‐AKT‐mTOR‐p70S6K y la vía de NF‐κB (figura 
52).  Por  lo  tanto,  parece  que  juega  un  papel  importantísimo  en  la  generación  y 
progresión de tumores, ya que a través de estas tres vías de señalización se regulan 
los  procesos  más  importantes  relacionados  con  la  carcinogénesis,  aumento  de  la 
proliferación, evasión de  la apoptosis, migración e  invasión, y angiogénesis. Además, 
nosotros identificamos que V600EB‐RAF tiene un papel antiapoptótico no descrito hasta 
el momento e  independiente de  la activación de  la vía MEK‐ERK. Todos estos datos 
confirman a V600EB‐RAF como una mutación iniciadora “driver” clave, que puede dirigir 
el proceso de otras mutaciones  secundarias  “passenger”  y, por  lo  tanto,  como una 
diana terapéutica de especial interés. 
Cada  vez más  evidencias muestran  que  inhibidores  de  una  diana  que  funcionan  in 
vitro  fallan  en  el  tratamiento del  cáncer  en  estudios preclínicos.  La  resistencia  a  la 
apoptosis es una de  las propiedades de  las células transformadas, y por  lo tanto una 
de  las  mayores  preocupaciones  en  el  tratamiento  del  cáncer.  Los  datos  que 
presentamos sobre  la necesidad de  inhibir V600EB‐RAF y AKT para  lograr unos niveles 
de apoptosis mayores, debido al aumento de actividad de AKT tras la inhibición de B‐
RAF,  demuestran  la  necesidad  de  estudiar  estrategias  terapéuticas  que  combinen 
drogas  que  inhiban  varias  vías  para  dar  lugar  a  la muerte  celular.  Por  todo  esto, 
nuestros  datos  aportan  una  valiosa  información  para  diseñar  nuevos  enfoques 
terapéuticos que combinen el uso de drogas con protocolos encaminados a disminuir 
la expresión y/o actividad de B‐RAF y otras vías de señalización relacionadas con este 
oncogén.  
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Figura 52. Mecanismos moleculares implicados en la carcinogénesis producida por B‐RAF. En la 
figura se esquematizan  las vías de transducción de señales reguladas por V600EB‐RAF y se  indican 
los  procesos  celulares  en  los  que  éstas  participan,  según  los  resultados  obtenidos  en  nuestro 
estudio. La proteína oncogénica V600EB‐RAF induce proliferación a través de la activación de la vía 
MEK‐ERK. PI3K también  interviene en este proceso, pero de forma  independiente de B‐RAF. Por 
otra  parte,  V600EB‐RAF  induce  supervivencia  por  regulación  de  proteínas  de  la  maquinaria 
apoptótica  como  BIM,  Bcl‐2  y  Bcl‐XL,  a  través  de  un mecanismo  independiente  de MEK‐ERK. 
V600EB‐RAF y  la vía de PI3K colaboran en  la supervivencia celular. El mutante V600EB‐RAF  inhibe  la 
actividad de esta vía y la inhibición de ambas es necesaria para obtener unos niveles elevados de 
apoptosis. Por último, V600EB‐RAF aumenta  la actividad transcripcional de NF‐κB, en este caso de 
forma dependiente de MEK‐ERK, por activación de la vía canónica y por activación de la actividad 
transactivadora de p65/RelA a través de ERK‐MSK1.  
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1. La activación de  la  vía MEK‐ERK depende de C‐RAF  y B‐RAF en  células que no 
contienen mutaciones  en ninguna de  estas proteínas, mientras que  en  células 
que  contienen  la mutación  V600EB‐RAF,  la  activación  de  esta  vía  es  totalmente 
dependiente de este oncogén.  
2. En  las células que poseen  la proteína V600EB‐RAF oncogénica, ésta es  la principal 
responsable  del  proceso  de  proliferación  celular,  a  través  de  la  activación 
constitutiva de la vía MEK‐ERK.  
3. V600EB‐RAF   es una señal de supervivencia. La  inhibición de su expresión o de su 
actividad en las células que la contienen induce apoptosis en condiciones basales 
y sensibiliza a  las células a morir por apoptosis tras el  tratamiento con agentes 
proapoptóticos, como el etopósido. 
4. La protección frente a la apoptosis ejercida por V600EB‐RAF se produce a través de 
la regulación de proteínas de la maquinaria apoptótica celular, como Bcl‐2, Bcl‐XL 
y BIM, por   un mecanismo dependiente de caspasas e  independiente de  la vía 
MEK‐ERK.  
5. Además de  la vía MEK‐ERK, PI3K  también es necesaria para  la proliferación de 
células que contienen la mutación V600EB‐RAF.  
6. La vía PI3K‐AKT‐mTOR coopera con  V600EB‐RAF en  la protección de  la apoptosis 
inducida por este oncogén. La inhibición de la vía PI3K‐AKT‐mTOR y la síntesis de 
proteínas potencian la apoptosis producida por la ausencia de V600EB‐RAF. 
7. V600EB‐RAF se comporta como un inhibidor de la vía PI3K‐AKT‐mTOR‐p70S6K y su 
ausencia aumenta la actividad de esta vía. 
8. Mutantes  constitutivamente  activos  de  B‐RAF  aumentan  la  actividad 
transcripcional de NF‐κB. 
9. V600EB‐RAF induce la degradación de IκBα y aumenta la translocación al núcleo de 
p65/RelA por un mecanismo dependiente de MEK‐ERK. 
10. La actividad de  transactivación de p65/RelA  se  incrementa por  la presencia de 
V600EB‐RAF a través de un mecanismo dependiente de MSK1.  
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